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RESUMEN	  
Las	   lentes	   de	   contacto,	   en	   especial	   las	   de	   uso	   prolongado,	   tienen	   grandes	   riesgos	   a	  
desarrollar	   colonias	   bacterianas	   en	   su	   superficie,	   lo	   que	   puede	   provocar	   grandes	  
infecciones	  al	  usuario,	   como	  por	  ejemplo	  queratitis	  microbiana	   (MK),	  ojo	   rojo	  agudo	  
inducido	   por	   lente	   de	   contacto	   (CLARE),	   úlcera	   periférica	   inducida	   por	   lentes	   de	  
contacto	  (CLPU)	  y	  queratitis	  infiltrativa	  (IK).	  	  
	  
Por	  este	  motivo,	  el	  objetivo	  principal	  de	  este	  trabajo	  es	  el	  desarrollo	  de	  recubrimientos	  
superficiales	   para	   lentes	   de	   contacto	   que	   prevengan	   la	   formación	   de	   biopelículas	  
bacterianas.	   Para	  ello,	   se	  han	  empleado	  nanopartículas	  de	  plata	   (AgNPs)	   ya	  que	   son	  
universalmente	   reconocidas	   por	   su	   acción	   antibacteriana	   de	   amplio	   espectro	  
contribuyendo	  por	  lo	  tanto,	  a	  la	  desinfección	  bacteriana	  y	  proporcionando	  un	  carácter	  
protector.	  
	  
Debido	   a	   la	   aglomeración	   y	   precipitación	   de	   las	   nanopartículas	   en	   suspensión	   es	  
necesaria	   la	   incorporación	  de	  algún	  estabilizador.	  Los	  biopolímeros	  son	  útiles	  para	   la	  
estabilización	   de	   nanopartículas	   de	  metal	   además	   de	   ser	   respetuosos	   con	   el	   medio	  
ambiente.	   Así	   pues,	   se	   ha	   utilizado	   el	   biopolímero	   quitosano	   como	   un	   reactivo	  
combinado	   de	   reducción	   y	   nivelación	   para	   la	   producción	   de	   soluciones	   coloidales	  
estables	  de	  nanopartículas	  de	  plata.	  	  
	  
Los	  recubrimientos	  de	  nanopartículas	  de	  plata	  con	  quitosano	  incorporado	  parecen	  ser	  
eficaces	  frente	  a	  las	  bacterias	  Staphylococcus	  aureus	  y	  Escherichia	  coli.	  Los	  resultados	  
obtenidos	  muestran	  una	  clara	  dependencia	  entre	  la	  reducción	  bacteriana	  y	  la	  cantidad	  
de	   plata	   impregnada,	   la	   cual	   varía	   dependiendo	   del	   método	   empleado	   para	   fijar	   el	  
recubrimiento.
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RESUM	  
Les	   lents	   de	   contacte,	   especialment	   aquelles	   d'ús	   prolongat,	   tenen	   grans	   riscos	   a	  
desenvolupar	   colònies	   bacterianes	   a	   la	   seva	   superfície,	   el	   que	   pot	   provocar	   grans	  
infeccions	   a	   l'usuari,	   com	   per	   exemple	   queratitis	   microbiana	   (MK),	   ull	   vermell	   agut	  
induït	   per	   lent	   de	   contacte	   (CLARE),	   úlcera	   perifèrica	   induïda	   per	   lents	   de	   contacte	  
(CLPU)	  i	  queratitis	  infiltrativa	  (IK).	  
	  
Per	   aquest	   motiu,	   l'objectiu	   principal	   d'aquest	   treball	   és	   el	   desenvolupament	   de	  
recobriments	   superficials	   per	   a	   lents	   de	   contacte	   que	   previnguin	   la	   formació	   de	  
biopel·∙lícules	  bacterianes.	  Per	  a	  això,	  s'han	  emprat	  nanopartícules	  de	  plata	  (AgNPs)	  ja	  
que	  són	  universalment	  reconegudes	  per	  la	  seva	  acció	  antibacteriana	  d'ampli	  espectre	  
contribuint	  per	  tant,	  a	  la	  desinfecció	  bacteriana	  i	  proporcionant	  un	  caràcter	  protector.	  
	  
A	   causa	   de	   l'aglomeració	   i	   precipitació	   de	   les	   nanopartícules	   en	   suspensió	   és	  
necessària	   la	   incorporació	   d'algun	   estabilitzador.	   Els	   biopolímers	   són	   útils	   per	   a	  
l'estabilització	   de	   nanopartícules	   de	  metall	   a	  més	   de	   ser	   respectuosos	   amb	   el	  medi	  
ambient.	  Així	  doncs,	  s'ha	  utilitzat	  el	  biopolímer	  quitosan	  com	  un	  reactiu	  combinat	  de	  
reducció	   i	   anivellament	   per	   a	   la	   producció	   de	   solucions	   col·∙loïdals	   estables	   de	  
nanopartícules	  de	  plata.	  
	  
Els	   recobriments	   de	   nanopartícules	   de	   plata	   amb	   quitosan	   incorporat	   semblen	   ser	  
eficaços	   enfront	   dels	   bacteris	   Staphylococcus	   aureus	   i	   Escherichia	   coli.	   Els	   resultats	  
obtinguts	  mostren	  una	  clara	  dependència	  entre	  la	  reducció	  bacteriana	  i	  la	  quantitat	  de	  
plata	  impregnada,	  la	  qual	  varia	  depenent	  del	  mètode	  emprat	  per	  fixar	  el	  recobriment.	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ABSTRACT	  
Contact	  lenses,	  especially	  extended-­‐wear,	  have	  high	  risks	  to	  develop	  bacterial	  colonies	  
on	  its	  surface,	  which	  can	  cause	  major	  infections	  to	  the	  user,	  such	  as	  microbial	  keratitis	  
(MK),	  contact	  lens	  related	  acute	  red	  eye	  (CLARE),	  contact	  lens	  peripheral	  ulcer	  (CLPU)	  
and	  infiltrative	  keratitis	  (IK).	  
	  
Therefore,	  the	  main	  objective	  of	  this	  work	  is	  the	  development	  of	  surface	  coatings	  for	  
contact	  lenses	  that	  prevent	  the	  formation	  of	  bacterial	  biofilms.	  For	  this	  purpose,	  silver	  
nanoparticles	   (AgNPs)	   have	   been	   used	   as	   they	   are	   universally	   recognized	   for	   their	  
broad-­‐spectrum	   antibacterial	   action,	   contributing	   thus	   to	   bacterial	   disinfection	   and	  
providing	  a	  protective	  function.	  
	  
Because	   of	   the	   agglomeration	   and	   precipitation	   of	   nanoparticles	   in	   suspension	  
incorporating	  a	  stabilizer	  is	  necessary.	  Biopolymers	  are	  useful	  for	  stabilization	  of	  metal	  
nanoparticles	   in	   addition	   to	   being	   environmentally	   friendly.	   Consequently,	   the	  
biopolymer	  chitosan	  has	  been	  used	  as	  a	  combined	  reducing	  and	  capping	  reagent	   for	  
the	  production	  of	  stable	  colloidal	  solutions	  of	  silver	  nanoparticles.	  
	  
The	   chitosan-­‐stabilized	   silver	   nanoparticles	   coatings	   appear	   to	   be	   effective	   against	  
Staphylococcus	   aureus	   and	   Escherichia	   coli.	   The	   obtained	   results	   show	   a	   clear	  
dependence	  between	  bacterial	  reduction	  and	  the	  amount	  of	  impregnated	  silver,	  which	  
varies	  depending	  on	  the	  method	  used	  to	  set	  the	  coating.	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EXTENDED	  SUMMARY	  
	  
The	   number	   of	   contact	   lenses	   wearers	   has	   increased	   rapidly	   in	   the	   recent	   decades	  
since	  contact	   lenses	  are	  a	  good	  alternative	   to	   the	  use	  of	  glasses.	  However,	  adhesion	  
and	  colonization	  by	  microorganisms,	  particularly	  bacteria,	  on	  contact	  lenses	  has	  always	  
been	  a	  problem,	  especially	  for	  users	  who	  use	  non-­‐disposable	  contact	  lenses.	  Many	  of	  
them	  are	  unaware	  of	  the	  potential	  risks,	  such	  as	  the	  development	  of	  microbial	  keratitis	  
(MK),	  contact	  lens	  related	  acute	  red	  eye	  (CLARE),	  contact	  lens	  peripheral	  ulcer	  (CLPU)	  
or	  infiltrative	  keratitis	  (IK).	  
	  
For	  this	  reason,	  the	  main	  objective	  of	  this	  project	  is	  the	  development	  of	  permanent	  or	  
long-­‐lasting	   antibacterial	   coatings	   on	   silicone	   strips,	   which	   will	   simulate	   silicone	  
hydrogel	  contact	  lenses.	  To	  this	  end,	  it	  has	  been	  studied	  the	  possibility	  of	  using	  silver	  
nanoparticles	  stabilized	  with	  chitosan	  (AgNPs-­‐CS)	  and	  explored	  the	  different	  methods	  
for	  their	  attachment	  onto	  the	  silicone	  surface.	  
	  
In	   the	   last	   years,	   silver	   nanoparticles	   have	   generated	   interest	   due	   to	   their	   good	  
conductivity,	  chemical	  stability	  and	  catalytic	  activity.	  Furthermore,	  they	  are	  universally	  
recognized	   for	   their	   broad-­‐spectrum	   antibacterial	   activity,	   preventing	   biofilms	  
formation.	  Their	  efficacy	  as	  antibacterial	  agents	  depends	  on	  their	  size	  and	  morphology.	  
Silver	   nanoparticles	   show	   a	   higher	   biocide	   capacity	   compared	   with	   silver	   ions	   in	  
aqueous	   solution.	   Moreover,	   smaller	   nanoparticles,	   with	   larger	   surface-­‐to-­‐volume	  
ratio,	  have	  higher	  antibacterial	  activity.	  Hence,	  silver	  nanoparticles	  are	  becoming	  one	  
of	  the	  fastest	  growing	  products	  in	  the	  nanotechnology	  industry	  with	  great	  potential	  in	  
medical	  applications.	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There	  are	  several	  methods	  for	  the	  synthesis	  of	  silver	  nanoparticles.	  A	  frequently	  used	  
procedure	   is	   the	   reduction	   of	   silver	   ions	   to	   elemental	   silver	   starting	   from	   aqueous	  
solutions	  of	  silver	  nitrate	  (AgNO3).	  Normally,	  there	  are	  two	  problems	  associated	  with	  
this	  process.	  On	  one	  hand,	   the	   synthesis	   is	  usually	  done	  by	  using	   reducing	   reagents,	  
such	  as	  citric	  acid,	  sodium	  borohydride	  or	  other	  organic	  compounds	  which	  may	  exhibit	  
toxicity	  or	  biological	  environmental	  risks.	  On	  the	  other	  hand,	  the	  high	  surface	  energy	  
of	   these	   nanoparticles	   makes	   them	   extremely	   reactive	   and	   often	   causes	   their	  
aggregation	  and	  agglomeration	  in	  liquid	  dispersions.	  	  
	  
Colloidal	  dispersions	  of	  silver	  nanoparticles	  can	  be	  stable	   if	   they	  are	  produced	   in	   low	  
concentrations.	  However,	   it	   is	  necessary	   the	  preparation	  of	  concentrated	  dispersions	  
for	   an	   effective	   antibacterial	   action.	   In	   these	   cases,	   the	   stabilization	   of	   the	  
nanoparticles	   in	   the	   dispersion	   medium	   is	   essential	   to	   prevent	   agglomeration	   and	  
precipitation.	   A	   technique	   used	   for	   this	   purpose	   is	   the	   incorporation	   of	   stabilizing	  
agents,	   which	   interact	   hydrophobically	   with	   the	   surface	   of	   the	   nanoparticles.	   These	  
agents	   range	   from	  simple	  molecules	   to	  polymers;	   some	  of	   the	  more	   frequently	  used	  
are	   cetylammonium	   bromide,	   tetrabutylammonium	   acetate,	   poly(vinylpyrrolidone)	  
and	  biopolymers,	  such	  as	  chitosan.	  
	  
Biopolymers	  are	  useful	   for	  stabilization	  of	  metal	  nanoparticles	  due	  to	  their	  structural	  
diversity	  and	  chemical	  functionality.	  They	  act	  as	  reducing	  and	  capping	  agents	  providing	  
stability	   to	   aggregation,	   biocompatibility	   and	   functionality.	   In	   addition,	   they	   are	  
biodegradable	   and	   replace	   the	   use	   of	   chemical	   agents	   used	   for	   silver	   reduction,	  
making	   them	   a	   sustainable	   and	   environmentally	   friendly	   option.	   In	   particular,	  
biopolymers	   containing	   amino	   radicals,	   like	   chitosan,	   impart	   positive	   charges	   on	   the	  
metal	   surface	   to	   reduce	   particle	   aggregation	   in	   a	   broad	   pH	   range	   extending	   the	  
lifespan	   of	   these	   systems.	   Amino	   groups	   also	   bring	   about	   reactivity	   to	   metal	  
nanoparticles,	   necessary	   for	   permanent	   immobilization	   of	   the	   hybrid	   biopolymer-­‐
nanoparticle	  on	  different	  surfaces.	  Consequently,	  the	  presence	  of	  amine	  groups	  in	  the	  
polymer	  chain	  makes	  chitosan	  one	  of	  the	  most	  versatile	  materials,	  with	  the	  possibility	  
of	   a	   wide	   variety	   of	   modifications,	   providing	   useful	   properties	   and	   activity	   in	   new	  
applications	  
	  
Taking	   all	   this	   into	   account,	   it	   has	   been	   developed	   a	   simple,	   cost-­‐effective	   and	  
environmentally	   friendly	  method	   for	   the	   preparation	   of	   stable	   colloidal	   solutions	   of	  
silver	  nanoparticles	  that	  uses	  chitosan	  as	  a	  combined	  reducing	  and	  capping	  reagent.	  To	  
do	   this,	   it	   first	  has	  been	  necessary	   the	  production	  of	  pure	  chitosan,	  obtained	  by	   the	  
purification	   of	   commercial	   chitosan.	   Then,	   optimal	   concentrations	   of	   chitosan	   and	  
silver	   nitrate	   as	   well	   as	   temperature	   and	   reaction	   time	   have	   to	   be	   established.	  
Moreover,	  in	  an	  attempt	  to	  reduce	  the	  reaction	  time	  ultrasound	  has	  been	  used	  as	  an	  
additional	  technology	  to	  facilitate	  reduction.	  
	  
Results	   obtained	  with	  UV-­‐Vis	   spectrophotometry,	   dynamic	   light	   scattering	   (DLS)	   and	  
electrochemistry	   confirm	   not	   only	   the	   presence	   of	   silver	   nanoparticles,	   but	   also	   the	  
effectiveness	  of	  the	  ultrasound-­‐assisted	  synthesis	  of	  AgNPs-­‐CS.	  By	  this	  method,	  it	  was	  
possible	   to	   obtain	   AgNPs-­‐CS	   solutions	   in	   a	   considerably	  more	   reduced	   time	   (half	   an	  
hour	  to	  three	  hours)	  than	  those	  prepared	  without	  ultrasound	  (within	  three	  days).	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Therefore,	  the	  use	  of	  ultrasound	  facilitates	  the	  reduction	  of	  silver	  decreasing	  thus	  the	  
reaction	  time	  required,	  and	  could	  also	  contribute	  to	  the	  deposition	  of	  the	  biopolymer	  
on	  AgNPs-­‐CS	  already	  formed.	  
	  
Obtained	  the	  above	  results,	  the	  silicon	  strips	  were	  treated	  with	  the	  AgNPs-­‐CS	  solution	  
prepared	  by	  ultrasound	   for	   three	  hours	  because	  of	   its	  higher	   concentration	  of	   silver	  
nanoparticles.	   The	   AgNPs-­‐CS	   were	   fixed	   onto	   the	   surface	   of	   silicon	   strips	   by	   three	  
different	  techniques	   in	  order	  to	  determine	  which	  one	   is	  most	  effective:	  by	  ultrasonic	  
deposition,	  enzymatically	  and	  chemically.	  
	  
The	   AgNPs-­‐CS	   dispersed	   in	   stable	   colloidal	   solutions	   should	   establish	   non-­‐reversible	  
strong	   bonds	   on	   the	   silicone	   surface.	   To	   achieve	   that,	   it	   is	   previously	   required	   an	  
activation	   of	   the	   silicone	   surface	   with	   a	   pretreatment	   prepared	   with	   APTS	   ((3-­‐
aminopropyl)triethoxysilane),	  for	  the	  silicone	  treated	  by	  sonication	  and	  enzymatically,	  
and	   with	   GOPTS	   ((3-­‐glycidyloxypropyl)trimethoxysilane)	   in	   the	   case	   of	   the	   chemical	  
deposition.	  APTS	  pretreatment	  originate	  amino	  moieties	  while	  epoxides	  are	  integrated	  
using	   GOPTS;	   both	   activate	   the	   silicone	   surface	   and	   facilitate	   their	   subsequent	  
treatment	  with	  AgNPs.	  
	  
Results	   achieved	   with	   Fourier	   transform	   infrared	   infrared	   spectroscopy	   (FTIR)	   and	  
Scanning	   electron	  microscopy	   (SEM)	   confirmed	   the	   presence	   of	   silver	   nanoparticles	  
coated	   with	   chitosan	   over	   the	   silicone	   surface.	   Both	   tests	   showed	   that	   the	   silicone	  
strips	   treated	   chemically	   and	   enzymatically	   presented	   a	   greater	   number	   of	   silver	  
nanoparticles	   adhered	   to	   the	   surface,	   being	   the	   ultrasound	   deposition	   the	   less	  
effective	  method.	  The	  coatings	  obtained	  remained	  after	  a	  washing	  process	   indicating	  
that	  AgNPs-­‐CS	  hybrids	  are	  attached	  to	  the	  silicone	  surface	  permanently.	  
	  
After	  analysing	  the	  presence	  of	  silver	  nanoparticles	  on	  the	  treated	  silicone	  coated,	  the	  
antimicrobial	   activity	   of	   these	   coatings	   was	   tested	   against	   two	   common	   bacteria:	  
Staphylococcus	   aureus,	   a	   Gram-­‐positive	   bacterium,	   and	   Escherichia	   coli,	   a	   Gram-­‐
negative	  bacterium.	  The	  results	  obtained	  after	  overnight	  incubation	  coincide	  with	  the	  
ones	   extracted	   from	  SEM	   images	   and	   FTIR	   spectrums,	   as	   they	   especially	   exhibited	   a	  
clear	  antibacterial	  efficacy	  in	  the	  chemically	  treated	  samples.	  They	  also	  revealed	  a	  high	  
dependence	   between	   bacterial	   reduction	   and	   the	   amounts	   of	   impregnated	   silver,	  
which	  varies	  depending	  on	  the	  method	  used	  to	  set	  the	  coating.	  
	  
Silver	   nanoparticles	   exhibit	   bactericidal	   properties	   against	   a	   broad	   spectrum	   of	  
bacterial	   strains.	   The	   bactericidal	   effect	   provided	   by	   silver	   nanoparticles	   is	   closely	  
related	   to	   the	   amount	   of	   particles	   fixed	   on	   the	   surface	   of	   the	   material.	   Although	  
increasing	   the	   concentrations	   of	   silver	   may	   be	   desirable	   for	   better	   antimicrobial	  
properties,	   vital	   characteristics	   of	   contact	   lenses,	   like	   their	   shape,	   transparency,	  
flexibility	   and	   water	   content,	   would	   also	   be	   affected.	   In	   addition,	   previous	   studies	  
claim	  that	  high	  amounts	  of	  silver	  can	  lead	  to	  adverse	  effects	  such	  as	  argyrosis.	  Despite	  
that,	  silver	  nanoparticles	  present	  low	  toxicity	  in	  therapeutic	  doses	  to	  human	  tissues.	  
	  
The	   antibacterial	   efficacy	   depends	   on	   the	   amount	   of	   AgNPs-­‐CS	   deposited	   and	  
accordingly,	   it	   also	   depends	   on	   the	  method	   used	   for	   their	   fixation	   onto	   the	   silicone	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strips.	  On	  one	  hand,	  the	  untreated	  silicone	  sheets,	  namely	  without	  AgNPs-­‐CS	  hybrids,	  
did	  not	  demonstrate	  antibacterial	  activity,	  confirming	  that	  the	  biocide	  capacity	  is	  due	  
to	  the	  presence	  of	  silver	  nanoparticles.	  On	  the	  contrary,	  the	  chemically	  treated	  silicone	  
is	  the	  one	  containing	  a	  higher	  concentration	  of	  nanoparticles	  over	  the	  surface	  of	  the	  
coating.	   Consequently,	   the	   fixation	   of	   AgNPs-­‐CS	   using	   chemical	   agents	   provides	   the	  
best	   antibacterial	   properties,	   achieving	   a	   total	   bacterial	   reduction	   for	   both	  
Staphylococcus	   aureus	   and	   Escherichia	   coli.	   Additionally,	   samples	   treated	   by	  
sonication	  and	  enzymes	  did	  not	  demonstrate	  a	  high	  effectiveness	  against	  the	  bacteria	  
selected.	  In	  the	  case	  of	  the	  ultrasonic	  deposition,	  this	  might	  be	  due	  to	  poor	  fixation	  of	  
silver	   nanoparticles	   on	   the	   silicone	   surface.	   This	   lack	   of	   adherence	   can	   lead	   to	   an	  
insufficient	  number	  of	  silver	  nanoparticles	  to	  cope	  with	  these	  bacteria.	  Moreover,	  the	  
absence	  of	  a	  greater	  effect	   in	   the	  case	  of	  enzymatic	  deposition	  means	   that	  not	  only	  
the	   number	   of	   deposited	   particles	   is	   important,	   but	   also	   their	   state	   in	   the	   coatings.	  
Since	   the	  enzymatic	  deposition	   involves	  more	  agents,	   the	   complexity	  of	   this	  mixture	  
could	  originate	  the	  formation	  of	  thicker	  biopolymeric	  layers	  where	  silver	  nanoparticles	  
could	  be	  fully	  coated.	  This	  would	   impede	  the	  interaction	  between	  bacteria	  and	  silver	  
nanoparticles	  reducing	  the	  antibacterial	  activity.	  
	  
To	   conclude,	   it	   is	   important	   to	   emphasize	   that	   the	   bacterial	   reduction	   is	   highly	  
dependent	  on	  the	  amount	  of	  impregnated	  silver	  and	  their	  state	  in	  the	  coatings.	  In	  this	  
study,	  the	  in	  vitro	  efficacy	  of	  AgNPs-­‐CS	  against	  two	  particular	  bacteria,	  Staphylococcus	  
aureus	  and	  Escherichia	  coli,	  has	  been	  demonstrated.	  Silver	  nanoparticles	  contribute	  to	  
bacterial	   disinfection	   and	   provide	   a	   protective	   character	   to	   the	   silicone.	   Therefore,	  
contact	   lenses	   with	   silver	   surface	   coatings	   could	   be	   useful	   for	   preventing	   ocular	  
adverse	  effects	  associated	  with	  bacteria.	  In	  spite	  of	  that,	  further	  studies	  are	  required	  in	  
order	   to	   obtain	   AgNPs-­‐CS	   coated	   contact	   lenses.	   For	   an	   optimum	   treatment	   it	   is	  
essential	   to	   determine	   the	   appropriate	   concentration	   of	   silver	   nanoparticles	   so	   that	  
there	   is	   a	   balance	   between	   their	   antimicrobial	   performance	   and	   ocular	   effects,	   like	  
biocompatibility	   and	   essential	   lens	   properties,	   such	   as	   flexibility,	   water	   content	   and	  
transparency.	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1.	  Introducción	  	  
1.1.	  Adhesión	  bacteriana	  en	  las	  lentes	  de	  contacto	  	  
	  
El	   número	   de	   usuarios	   de	   lentes	   de	   contacto	   ha	   aumentado	   rápidamente	   en	   las	  
últimas	  décadas	  ya	  que	  estas	  proporcionan	  una	  buena	  alternativa	  al	  uso	  de	  gafas.	  Por	  
este	   motivo,	   los	   materiales	   de	   las	   lentes	   de	   contacto,	   y	   en	   consecuencia	   sus	  
propiedades	  físicas,	  se	  han	   investigado	  y	  modificado	  durante	  años	  con	  el	  objetivo	  de	  
proporcionar	  la	  mayor	  agudeza	  visual	  posible	  mediante	  un	  uso	  cómodo	  y	  seguro	  de	  la	  
lente.	   Sin	   embargo,	   la	   adhesión	   y	   colonización	   por	   microorganismos,	   en	   particular	  
bacterias,	   en	   lentes	   de	   contacto	   siempre	   ha	   sido	   un	   problema	  presente,	   sobre	   todo	  
para	  aquellos	  usuarios	  que	  hacen	  uso	  de	  lentes	  de	  contacto	  no	  desechables.	  Muchos	  
de	   ellos	   no	   son	   conscientes	   de	   los	   riesgos	   potenciales,	   tales	   como	   el	   desarrollo	   de	  
queratitis	  microbiana	   (MK),	   ojo	   rojo	   agudo	   inducido	   por	   lente	   de	   contacto	   (CLARE),	  
úlcera	   periférica	   inducida	   por	   lentes	   de	   contacto	   (CLPU)	   o	   queratitis	   infiltrativa	   (IK)	  
(Willcox	   y	   col.	   2001,	   Willcox	   2013).	   Aunque	   la	   incidencia	   de	   queratitis	   microbiana	  
asociada	  a	   las	   lentes	  de	   contacto	  es	   relativamente	  baja,	  el	   riesgo	  de	  desarrollarla	  es	  
alto	  para	  un	  gran	  número	  de	  personas	  lo	  que	  la	  hace	  un	  asunto	  de	  preocupación	  para	  
la	   salud	  pública.	  Además,	   se	   trata	  de	  una	   complicación	  grave	  que	  puede	   resultar	   en	  
pérdida	  de	  la	  visión	  como	  consecuencia	  de	  la	  cicatrización	  de	  la	  córnea.	  Las	  bacterias	  
Gram	  negativas	  son	   los	  agentes	  principales	  causantes	  de	   la	  queratitis	  microbiana,	  en	  
especial	   la	   bacteria	   Pseudomonas	   aeruginosa	   y	   algunas	   cepas	   de	   Serratia,	   como	   la	  
Serratia	   marcescens.	   También	   predominan	   algunas	   especies	   de	   bacterias	   Gram	  
positivo	   como	   Staphylococcus	   aureus.	   El	   Staphylococcus	   aureus,	   además	   de	   ser	   un	  
microorganismo	  comúnmente	  aislado	  en	  la	  queratitis	  microbiana,	  también	  participa	  en	  
otros	   eventos	   inflamatorios	   incluyendo	   la	   úlcera	   periférica	   producida	   por	   lentes	   de	  
contacto	  (Dutta	  y	  col.	  2012,	  Bruinsma	  y	  col.	  2001).	  
	  
Generalmente,	   el	   proceso	   de	   unión	   de	   una	   bacteria	   a	   cualquier	   superficie	   puede	  
dividirse	   en	   dos	   fases.	   En	   la	   primera	   etapa	   se	   establece	   una	   adherencia	   temporal	  
mediada	  principalmente	  por	  fuerzas	  de	  Van	  der	  Waals,	  en	  la	  cual	  las	  bacterias	  pueden	  
separarse	   de	   la	   superficie.	   La	   segunda	   fase,	   en	   cambio,	   se	   trata	   de	   una	   adhesión	  
irreversible	   ya	   que	   en	   esta,	   entran	   en	   juego	   las	   fuerzas	   de	   corto	   alcance,	   donde	   la	  
interacción	  de	  fuerzas	  es	  sustituida	  por	  una	  serie	  de	  fuerzas	  adhesivas	  con	  un	  carácter	  
de	  enlace	  primario,	  bien	  iónico	  o	  covalente	  (Ábalos	  2005).	  En	  esta	  etapa,	  las	  bacterias	  
ya	   no	   exhiben	   movimiento	   browniano1	  y	   no	   pueden	   ser	   eliminadas	   con	   un	   lavado.	  
Después	  de	  estas	  etapas	  de	  adhesión	  inicial,	  las	  bacterias	  adheridas	  pueden	  progresar	  
a	   la	   formación	  de	  biopelículas	   lo	  que	  contribuirá	  aún	  más	   la	   fijación	  de	   las	  bacterias	  
(Dutta	  y	  col.	  2012).	  
	  
El	  uso	  prolongado	  de	  las	  lentes	  de	  contacto	  y	  la	  falta	  de	  higiene	  o	  el	  seguimiento	  de	  un	  
mal	   régimen	  de	  cuidado,	  como	  por	  ejemplo	  el	  uso	  de	  agua	  del	  grifo	  para	   limpiar	   las	  
lentes	  o	  su	  estuche,	  son	   los	  principales	   factores	  para	  desarrollar	   infección	  corneal	  ya	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
1.	   Movimiento	   aleatorio	   que	   presentan	   las	   partículas	   en	   solución	   como	   consecuencia	   de	   los	  
choques	  con	  el	  medio	  en	  el	  que	  están	  inmersas.	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que	   propician	   la	   formación	   de	   biopelículas	   bacterianas.	   La	   adhesión	   bacteriana	  
también	  está	  influenciada	  por	  	  la	  presencia	  de	  productos	  específicos	  absorbidos	  de	  la	  
lágrima	   en	   lentes	   de	   contacto	   usadas	   y	   el	   tipo	   de	   proteínas	   que	   el	   usuario	   deposita	  
sobre	  la	   lente.	  Por	  otro	  lado,	  también	  hay	  factores	  de	  los	  que	  no	  depende	  el	  usuario	  
que	   favorecen	   la	   adhesión	   bacteriana,	   tal	   como	   las	   características	   de	   la	   bacteria	  
infectante	  o	  las	  propiedades	  de	  la	  lene.	  
	  
Estudios	   muestran	   que	   los	   microorganismos	   que	   poseen	   una	   superficie	   más	  
hidrofóbica	  se	  adhieren	  en	  mayor	  número	  que	  los	  organismos	  hidrofílicos	  (Klotz	  y	  col.	  
1989).	  Otros	  factores	  relacionados	  con	  la	  naturaleza	  de	  las	  bacterias	  y	  que	  influyen	  en	  
su	  adhesión	  son	  el	  medio	  de	  suspensión	  empleado	  para	  estas	  y	  el	  uso	  de	  diferentes	  
cepas.	  Este	  último	  influye	  considerablemente	  en	  la	  adhesión	  a	  la	  lente	  de	  contacto	  ya	  
que	   el	   tiempo	   requerido	   para	   la	   unión	   bacteriana	   irreversible	   y	   la	   formación	   de	  
biopelículas	   en	   la	   superficie	   es	   un	   factor	   crucial	   que	  difiere	   entre	   las	   distintas	   cepas	  
bacterianas.	  	  
	  
La	   adhesión	   bacteriana	   a	   la	   superficie	   de	   la	   lente	   de	   contacto	   también	   está	   muy	  
influenciada	   por	   las	   características	   del	   material	   de	   la	   lente.	   Así	   pues,	   propiedades	  
como	  la	  hidrofobicidad	  y	  rugosidad	  de	  la	  superficie	  de	  lente,	  el	  contenido	  en	  agua	  y	  su	  
ionicidad	  modularán	  substancialmente	  la	  adhesión	  bacteriana.	  Se	  ha	  advertido	  que	  la	  
mayoría	  de	  microorganismos	  se	  adhieren	  más	  rápidamente	  a	  superficies	  hidrofóbicas,	  
apolares,	   que	   en	   materiales	   hidrofílicos.	   Parece	   ser	   que	   se	   producen	   interacciones	  
hidrofóbicas	   entre	   la	   superficie	   celular	   y	   la	   del	   sustrato	   que	   permiten	   a	   la	   bacteria	  
superar	  las	  fuerzas	  de	  rechazo	  y	  lograr	  adherirse	  irreversiblemente	  (Nazar	  2007).	  Dado	  
que	  los	  microorganismos	  Pseudomonas	  aeruginosa	  y	  Staphylococcus	  aureus	  muestran	  
una	   mayor	   adherencia	   en	   superficies	   hidrófobas	   que	   en	   superficies	   hidrófilas,	   los	  
hidrogeles	   de	   silicona	   como	   Lotrafilcon	   A	   y	   Balafilcon	   A	   que	   presentan	   una	  
hidrofobicidad	   mayor,	   tendrán	   una	   mayor	   disposición	   para	   la	   adherencia	   de	   estas	  
bacterias	  y	  la	  formación	  de	  biopelículas	  (Dutta	  y	  col.	  2012).	  También	  se	  ha	  observado	  
un	   aumento	   de	   adhesión	   bacteriana	   en	   aquellas	   superficies	   con	   una	   rugosidad	  más	  
alta.	   Esto	   se	   debe	   a	   que	   en	   las	   superficies	   con	   una	   aspereza	  mayor	   se	   reducen	   las	  
fuerzas	   de	   deslizamiento,	   y	   el	   área	   de	   superficie	   se	   torna	   mayor.	   Referente	   al	  
contenido	   en	   agua,	   varios	   estudios	   afirman	   que	   la	   adhesión	   bacteriana	   aumenta	   a	  
medida	  que	  disminuye	  el	  contenido	  en	  agua	  (Miller	  y	  Ahearn	  1991).	  	  
	  
Todas	  estas	  características,	  tanto	  de	  la	  lente	  como	  de	  la	  propia	  bacteria,	  y	  el	  uso	  que	  
hace	  el	  usuario	  de	   la	   lente	  modularán	   la	  adhesión	  de	  microorganismos	  a	   la	   lente	  de	  
contacto.	   Sin	   embargo,	   esta	   adhesión	   puede	   reducirse	  mediante	   el	   uso	   de	   distintos	  
recubrimientos	  antibacterianos.	  
	  
1.2.	  Agentes	  antibacterianos	  para	  prevención	  de	  las	  infecciones	  	  
1.2.1.	  Las	  nanopartículas	  de	  plata	  
	  
Se	   cataloga	   como	   nanomateriales	   a	   todos	   aquellos	   materiales	   que	   contengan	  
partículas,	  sueltas	  o	  formando	  agregados,	  cuyo	  tamaño	  está	  comprendido	  entre	  1nm	  y	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100nm.	  Las	  fuentes	  de	  nanopartículas	  (NPs)	  pueden	  ser	  clasificadas	  como	  naturales	  o	  
como	  derivadas	  de	  actividades	  antropogénicas.	  La	  mayoría	  de	   las	  nanopartículas	  que	  
están	  actualmente	  en	  uso	  se	  elaboran	  a	  partir	  de	  metales	  de	  transición,	  silicio,	  carbono	  
y	   óxidos	   de	   metal,	   no	   obstante,	   pueden	   ser	   producidas	   a	   partir	   de	   casi	   cualquier	  
producto	  químico	  (Ávalos	  y	  col.	  2013).	  Los	  nanomateriales	  exhiben	  propiedades	  muy	  
diferentes	  a	   las	  que	  muestran	  estos	  mismos	  en	  una	  macroescala.	  Al	  disponer	  de	  una	  
superficie	   de	   contacto	   con	   el	   medio	   mayor,	   debido	   a	   que	   tienen	   una	   relación	  
superficie-­‐volumen	  más	  elevada,	  son	  muy	  atractivos	  para	  su	  explotación	  en	  múltiples	  
sectores,	  causando	  que	  la	  nanotecnología	  se	  expanda	  a	  un	  gran	  ritmo.	  
	  
En	  los	  últimos	  años,	  las	  nanopartículas	  de	  plata	  (AgNPs)	  han	  generado	  un	  gran	  interés	  
debido	   a	   su	   buena	   conductividad,	   estabilidad	   química	   y	   su	   actividad	   catalítica.	  
También,	   son	   universalmente	   reconocidas	   por	   su	   acción	   antibacteriana	   de	   amplio	  
espectro	   previniendo	   la	   formación	   de	   biopelículas.	   Su	   eficacia	   como	   agentes	  
antibacterianos	  depende	  de	  su	   tamaño	  y	  morfología,	   sin	  embargo,	  su	  mecanismo	  de	  
actuación	   sigue	   siendo	  un	   tema	  de	  debate;	  el	  más	  ampliamente	  aceptado	   implica	   la	  
perturbación	  de	  la	  pared	  celular	  bacteriana	  por	  las	  nanopartículas,	  lo	  que	  resulta	  en	  la	  
muerte	  celular	  (Rai	  y	  col.	  2009).	  A	  pesar	  de	  esto,	  es	  bien	  sabido	  que	  las	  AgNPs	  tienen	  
una	   capacidad	   biocida	   mayor	   en	   comparación	   con	   los	   iones	   de	   plata	   en	   solución	  
acuosa.	   Además,	   su	   actividad	   aumenta	   cuanto	  más	   pequeñas	   son	   las	   NPs,	   teniendo	  
una	   relación	   superficie-­‐volumen	   mayor	   (Krishnan	   2015).	   Por	   este	   motivo,	   las	  
nanopartículas	  de	  plata	  se	  están	  convirtiendo	  en	  una	  de	  las	  categorías	  de	  productos	  de	  
mayor	  crecimiento	  en	   la	   industria	  de	   la	  nanotecnología	  con	  un	  gran	  potencial	  en	   las	  
aplicaciones	  médicas.	  
	  
Actualmente,	   en	   el	   mercado	   se	   encuentra	   una	   amplia	   variedad	   de	   productos	  
elaborados	  con	  AgNPs	  como	  consecuencia	  de	  sus	  propiedades	  funcionales	  únicas.	  En	  
el	   ámbito	   médico,	   no	   sólo	   se	   crean	   productos	   recubiertos	   o	   integrados	   con	  
nanopartículas	  de	  plata	  para	  evitar	  el	  crecimiento	  bacteriano,	  sino	  que	  también	  se	  está	  
evaluando	   la	   utilización	   de	   estas	   nanopartículas	   contra	   el	   tratamiento	   de	  
enfermedades	   que	   requieren	   una	   concentración	  mantenida	   de	   fármaco	   en	   sangre	   o	  
con	  un	  direccionamiento	  específico	  a	  células	  u	  órganos.	  También	  son	  utilizadas	  en	   la	  
industria	  textil	  puesto	  que	  mediante	  la	  introducción	  de	  nanopartículas	  de	  plata	  en	  las	  
fibras	   se	   consigue	  una	  potenciación	  de	   la	  actividad	   iónica,	  de	  ese	  modo	   se	  obtienen	  
efectos	   antimicrobianos	   y	   antiolor.	   En	   el	   sector	   alimentario	   son	   utilizadas	   en	   la	  
agricultura	  para	  prolongar	   la	   conservación	  de	   frutos,	   ya	  que	  además	  de	   su	  actividad	  
antibacteriana	  presentan	  un	  efecto	  fungistático	  que	  retarda	  el	  crecimiento	  de	  hongos	  
fitopatógenos,	  y	  en	  el	  envasado	  de	  alimentos,	  empleándose	  como	  alternativa	  a	  otros	  
métodos	   de	   conservación	   que	   emplean	   radiación,	   tratamiento	   térmico,	  
almacenamiento	   a	   baja	   temperatura	   o	   aditivos	   antimicrobianos.	   Finalmente,	   las	  
nanopartículas	   de	   plata	   también	   se	   encuentran	   incorporadas	   en	   muchos	   productos	  
cotidianos	  como	  aerosoles,	  detergentes,	  frigoríficos,	   lavadoras,	  pinturas	  para	  paredes	  
y	  productos	  cosméticos	  (Ávalos	  y	  col.	  2013).	  
	  
En	  cuanto	  a	  la	  fabricación,	  existen	  varios	  procedimientos	  para	  la	  obtención	  de	  AgNPs.	  
Un	   método	   muy	   utilizado	   consiste	   en	   la	   reducción	   de	   nitrato	   de	   plata	   (AgNO3)	  
mediante	   agentes	   químicos	   como	   borohidruro	   de	   sodio	   (NaBH4)	   o	   citrato	   de	   sodio	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(Na3C6H5O7).	   Otros	   procedimientos	   emplean	   ultrasonidos,	  microondas,	   la	   electrólisis	  
de	  sales	  de	  plata,	  microemulsión	  o	  la	  fotoreducción	  de	  iones	  Ag+	  (Morales	  y	  col.	  2009).	  
Las	   dispersiones	   coloidales	   de	   nanopartículas	   de	   plata	   pueden	   ser	   estables	   durante	  
meses	   si	   se	   producen	   en	   bajas	   concentraciones.	   Sin	   embargo,	   es	   necesaria	   la	  
preparación	   de	   dispersiones	   concentradas	   para	   lograr	   un	   efecto	   antibacteriano	  
efectivo.	  En	  estos	  casos	  es	  esencial	  la	  estabilización	  de	  las	  nanopartículas	  en	  el	  medio	  
dispersante	   para	   prevenir	   la	   aglomeración.	   Una	   técnica	   utilizada	   para	   prevenir	   la	  
agregación	   de	   las	   partículas	   consiste	   en	   incorporar	   agentes	   estabilizantes	   los	   cuales	  
interaccionan	   de	   manera	   hidrófoba	   con	   la	   superficie	   de	   las	   nanopartículas.	   Estos	  
agentes	  varían	  desde	  moléculas	   simples	  hasta	  polímeros;	  algunos	  de	   los	  más	  usados	  
con	   frecuencia	   son	   el	   bromuro	   de	   cetiltrimetilamonio,	   acetato	   de	   tetrabutilamonio,	  
polivinilpirrolidona	  y	  biopolímeros,	  tales	  como	  el	  quitosano	  (Francesko	  y	  col.	  2015).	  
	  
1.2.2	  El	  quitosano	  	  
	  
El	  quitosano	  es	  un	  polímero	  natural	  que	  se	  obtiene	  a	  partir	  de	   la	  quitina,	  uno	  de	   los	  
biopolímeros	   más	   abundantes	   en	   la	   naturaleza.	   Se	   trata	   de	   un	   polisacárido	   lineal	  
compuesto	  de	  cadenas	  distribuidas	  aleatoriamente	  de	  ß-­‐(1-­‐4)D-­‐glucosamina	  (unidades	  
deacetiladas)	   y	   N-­‐acetil-­‐D-­‐glucosamina	   (unidad	   acetilatada)	   (Chávez	   Huerta	   y	   col.	  
2012).	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Figura	  1.-­‐	  Estructura	  química	  de	  la	  quitina	  y	  el	  quitosano	  (Montenegro	  Stamford	  y	  col.	  2012).	  
	  
La	   quitina	   es	   un	   polisacárido	   destacado	   por	   formar	   parte	   del	   exoesqueleto	   de	  
numerosos	   organismos,	   tales	   como	   artrópodos	   (crustáceos	   e	   insectos),	   moluscos	   y	  
hongos.	  Sin	  embargo,	  su	  utilización	  es	  muy	  difícil	  debido	  a	  su	   insolubilidad	  en	  agua	  y	  
en	  muchos	  disolventes	  comerciales.	  El	  quitosano,	  por	  otro	  lado,	  obtenido	  a	  partir	  de	  la	  
desacetilación	  de	   la	   quitina,	   es	   soluble	   en	  diversos	  disolventes	   ácidos	   como	  el	   ácido	  
clorhídrico,	   fórmico	   y	   acético	   (Okuyama	   y	   col.	   2000).	   Se	   trata	   además	   de	   un	  
subproducto	  utilizado	  en	  varios	  campos	  como	  en	   la	  medicina,	   la	  biotecnología,	  en	   la	  
industria	   farmacéutica	   y	   en	   la	   industria	   alimentaria	   debido	   a	   muchas	   de	   sus	  
propiedades	   funcionales,	   así	   como	   su	   biodegradabilidad,	   biocompatibilidad,	  
mucoadhesión,	  capacidad	  filmogénica,	  hemostática,	  anticolesterolémica2,	  antioxidante	  
y	  potenciadora	  de	  absorción3	  y	  su	  actividad	  antimicrobiana	   (Aranaz	  y	  col.	  2009).	  Una	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
2.	  	  	  Sustancias	  utilizadas	  para	  disminuir	  los	  niveles	  de	  colesterol	  en	  el	  plasma.	  
3.	   Actúa	   como	   un	   potenciador	   de	   la	   permeación	   mediante	   la	   apertura	   de	   uniones	   estrechas	  
epiteliales.	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de	   sus	   múltiples	   aplicaciones	   consiste	   en	   la	   obtención	   de	   sistemas	   de	   liberación	  
controlada	   en	   la	   industria	   farmacéutica	   debido	   a	   su	   carácter	   catiónico	   y	   a	   sus	  
propiedades	  gelificantes	  y	  filmogénicas.	  También	  se	  utiliza	  en	  el	  tratamiento	  de	  aguas	  
residuales	  y	  en	  la	  industria	  alimentaria	  como	  ingrediente	  funcional,	  fibra	  alimentaria	  y	  
agente	  hipocolesterolémico	  en	  productos	  dietéticos.	  En	  el	  campo	  de	  la	  biomedicina	  es	  
muy	   usado	   como	   consecuencia	   de	   sus	   propiedades	   anticoagulantes,	   su	   actividad	  
inmunoestimuladora,	   acción	   antibacteriana	   y	   antifúngica	   y	   por	   su	   acción	   como	  
promotor	  de	  la	  cicatrización	  de	  heridas	  (Expósito,	  R.	  2010).	  Además	  está	  demostrando	  
utilidad	  en	  la	  industria	  papelera	  ya	  que	  ha	  hecho	  posible	  la	  sustitución	  de	  celulosa	  en	  
la	   producción	   de	   papel.	   De	   ese	   modo,	   la	   elaboración	   de	   papel	   puro	   de	   quitosano	  
evitaría	  el	  uso	  de	  celulosa	  como	  materia	  prima	  reduciendo	  la	  tala	  de	  árboles.	  A	  pesar	  
de	  eso,	  actualmente	  el	  quitosano	  solo	  se	  utiliza	  para	  mejorar	   la	  calidad	  del	  papel	  de	  
celulosa	   ya	   que	   posee	   grupos	   funcionales	   positivos	   que	   estabilizan	   los	   grupos	  
funcionales	  negativos	  de	  la	  celulosa	  (Chávez	  Huerta	  y	  col.	  2012).	  
	  
Los	  biopolímeros	  son	  útiles	  para	  la	  estabilización	  de	  nanopartículas	  de	  metal	  debido	  a	  
su	  diversidad	  estructural	  y	  funcionalidad	  química.	  Además,	  son	  biodegradables	  lo	  que	  
los	   convierte	   en	   una	   opción	   sostenible	   colaborando	   con	   la	   preservación	   del	   medio	  
ambiente.	   Actúan	   como	   agentes	   reductores	   y	   de	   nivelación	   proporcionando	  
estabilidad	  a	  la	  agregación,	  biocompatibilidad	  y	  funcionalidad.	  	  
	  
En	   especial,	   los	   biopolímeros	   que	   contienen	   radicales	   amino,	   como	   el	   quitosano,	  
imparten	  cargas	  positivas	   sobre	   la	   superficie	  del	  metal	  para	   reducir	   la	  agregación	  de	  
partículas	  en	  un	  amplio	   rango	  de	  pH,	  extendiendo	  así,	   la	  vida	  útil	  de	  estos	   sistemas.	  
Por	  otra	  parte,	   los	  grupos	  amino	  otorgan	  a	  las	  nanopartículas	  de	  metal	   la	  reactividad	  
necesaria	  para	  la	  inmovilización	  permanente	  del	  híbrido	  NPs-­‐biopolímero	  en	  distintas	  
superficies	  (Francesko	  y	  col.	  2015).	  Por	  consiguiente,	  la	  presencia	  de	  grupos	  aminas	  en	  
la	  cadena	  polimérica	  convierten	  al	  quitosano	  en	  uno	  de	   los	  materiales	  más	  versátiles	  
con	  la	  posibilidad	  de	  realizar	  una	  amplia	  variedad	  de	  modificaciones,	  proporcionando	  
propiedades	  y	  actividad	  útiles	  en	  nuevas	  aplicaciones	  (Chávez	  Huerta	  y	  col.	  2012).	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Figura	  2.-­‐	  Híbrido	  de	  una	  nanopartícula	  de	  plata	  cubierta	  con	  quitosano	  (AgNP-­‐CS).
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2.	  Objetivos	  
	  
El	   objetivo	   principal	   de	   este	   trabajo	   es	   producir	   recubrimientos	   antibacterianos	  
permanentes	  o	  de	  larga	  duración	  sobre	  láminas	  de	  silicona,	  las	  cuales	  simularán	  lentes	  
de	   contacto	   de	   hidrogel	   de	   silicona.	   Los	   recubrimientos	   consistirán	   en	   AgNPs	  
estabilizadas	   con	   quitosano,	   cuya	   química	   permitirá	   la	   fijación	   de	   las	   partículas	   a	   la	  
superficie.	   Asimismo,	   el	   carácter	   protector	   de	   estos	   recubrimientos	   será	   estimado	   a	  
través	  de	  la	  determinación	  de	  la	  actividad	  antibacteriana	  de	  la	  silicona	  tratada.	  
	  
Las	   dispersiones	   de	   AgNPs	   serán	   producidas	   evitando	   el	   uso	   de	   agentes	   químicos	  
utilizando	   el	   quitosano	   a	   elevada	   temperatura	   como	   “reductor	   verde”.	  
Adicionalmente,	   se	   facilitará	   la	   reducción	  mediante	   la	   aplicación	   de	   ultrasonidos	   de	  
alta	   potencia	   para	   aumentar	   la	   rapidez	   y	   eficacia	   del	   proceso.	   Se	   emplearán	   tres	  
métodos	   diferentes	   para	   lograr	   la	   adherencia	   del	   recubrimiento	   sobre	   la	   silicona	  
(mediante	  los	  mismos	  ultrasonidos	  y	  con	  aplicación	  química	  y	  enzimática).	  	  
	  
Durante	   la	   planificación	   del	   trabajo	   se	   han	   identificado	   los	   siguientes	   objetivos	  
científico-­‐tecnológicos	  específicos:	  	  
	  
1. Obtención	  de	  quitosano	  puro	  mediante	  la	  purificación	  del	  quitosano	  comercial;	  	  
	  
2. Identificación	   de	   las	   concentraciones	   necesarias	   para	   la	   elaboración	   de	  
soluciones	  coloidales	  concentradas	  y	  estables	  de	  AgNPs	  con	  quitosano;	  
	  
3. Confirmación	   de	   que	   el	   uso	   de	   ultrasonidos	   facilita	   la	   reducción	   de	   plata	  
convirtiéndolo	   en	   un	   método	   más	   eficiente	   y	   viable	   para	   la	   síntesis	   de	  
nanopartículas	  de	  plata;	  
	  
4. Fijación	  de	  AgNPs	  y	  quitosano	  sobre	  láminas	  de	  silicona	  y	  caracterización	  de	  las	  
superficies	  tratadas;	  
	  
5. Comparación	   de	   las	   propiedades	   antimicrobianas	   que	   presenta	   la	   silicona	  
tratada	  con	  los	  distintos	  métodos	  de	  fijación.	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3.	  Sección	  experimental	  	  
	  	  
3.1.	  Preparación	  del	  quitosano	  
	  
El	  proceso	  de	  purificación	  del	  quitosano	  es	  necesario	  para	  obtener	  quitosano	  puro	  a	  
partir	  de	  sus	  productos	  comerciales,	  que	  a	  menudo	  contienen	  impurezas.	  Por	  lo	  tanto,	  
el	  quitosano	  comercial	  puede	  ser	  purificado	  mediante	   la	  disolución	  con	  ácido	  acético	  
seguido	  por	  precipitación	   con	  hidróxido	  de	  sodio	  (NaOH)	  donde	  las	   impurezas	  siguen	  
siendo	  solubles.	  (Silva	  2007).	  
	  
3.1.1.	  Materiales	  y	  reactivos	  
	  
Entre	   los	   reactivos	  se	  empleó	  ácido	  acético	   (CH3COOH),	  hidróxido	  de	  sodio	   (NaOH)	  y	  
etanol	   (C2H6O)	   de	   grado	   analítico	   obtenidos	   de	   Sigma-­‐Aldrich	   (España).	   El	   quitosano	  
comercial	   (KiOsmetine-­‐CsHTM,	   ~	   20kDA,	   DA	   18.54%)	   fue	   adquirido	   de	   Kitozyme	  
(Bélgica).	  Se	  usó	  agua	  destilada	  para	  el	  centrifugado	  y	  la	  preparación	  de	  las	  soluciones.	  
	  
Un	  pH-­‐metro,	  una	  centrifugadora	  (Allegra	  X-­‐15R	  Centrifuge)	  de	  Beckman	  Coulter	  y	  un	  
liofilizador	   (Cryodos)	   de	   Telstar	   son	   los	   dispositivos	   necesarios	   para	   el	   proceso	   de	  
purificación	  del	  quitosano.	  	  
	  
3.1.2.	  Método	  	  	  
	  
Para	  disolver	  el	  quitosano	  se	  preparan	  500ml	  de	  una	  solución	  de	  ácido	  acético	  (1%	  p/v,	  
v/v)	  y	  se	  vierte	  en	  un	  vaso	  de	  precipitados.	  Seguidamente,	  se	  añade	  poco	  a	  poco	  1g	  de	  
quitosano	   comercial,	   con	   el	   fin	   de	   obtener	   una	   solución	   de	   quitosano	   de	   1%	   p/v,	  
mientras	   se	   remueve	   la	   solución	   con	   un	   agitador	   magnético.	   El	   preparado	   deberá	  
dejarse	  en	  agitación	  a	  temperatura	  ambiente	  durante	  la	  noche.	  	  
	  
A	  continuación,	  se	  filtra	  la	  solución	  de	  quitosano	  al	  vacío	  para	  remover	  las	  impurezas	  
no	  solubles.	  Una	  vez	  filtrada,	  es	  necesario	  ajustar	  el	  pH	  de	  la	  solución	  a	  8	  removiendo	  
la	  solución	  a	  medida	  que	  se	  añade	  poco	  a	  poco	  NaOH	  5M	  con	  el	   fin	  de	  promover	   la	  
precipitación	   del	   polímero.	   En	   este	   paso	   aún	   quedan	   impurezas	   disueltas	   en	   la	  
solución.	  	  
	  
Seguidamente	   se	   procede	   a	   centrifugar	   la	   dispersión	   durante	   quince	   minutos,	   a	  
3500rpm	   y	   una	   temperatura	   de	   4°C,	   obteniendo	   así	   el	   quitosano	   precipitado	   en	   la	  
parte	   inferior	   del	   recipiente.	   El	   líquido	   es	   desechado	   y	   se	   rellena	   nuevamente	   el	  
recipiente	   usando	   agua	   destilada.	   Se	   agita	   la	   nueva	   mezcla	   para	   homogeneizar	   la	  
dispersión	  y	  se	  vuelve	  a	  poner	  a	  centrifugar	  en	   las	  mismas	  condiciones.	  Este	  proceso	  
deberá	  repetirse	  hasta	  que	  el	  pH	  del	  líquido	  obtenido	  después	  del	  centrifugado	  sea	  7.	  
Una	  vez	   llegado	  a	  este	  pH,	   se	  volverá	  a	   centrifugar	  dos	  veces	  más	  usando	  100ml	  de	  
agua	  destilada	  y	  100ml	  de	  etanol	   (50/50)	   la	  primera	  vez,	  y	  160ml	  de	  agua	  y	  40ml	  de	  
etanol	  (80/20)	  la	  segunda.	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Después	  del	  centrifugado,	  el	  quitosano	  se	  deberá	  poner	  a	  congelar	  a	  -­‐80°C	  durante	  la	  
noche.	  A	  continuación,	  el	  material	  congelado	  debe	  ser	  transferido	  a	  un	  liofilizador	  para	  
eliminar	  el	  agua	  por	  completo.	  Finalmente,	  el	  quitosano	  obtenido	  en	  forma	  de	  polvo	  
ya	  puede	  ser	  almacenado	  en	  un	  recipiente	  de	  plástico.	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Figura	  3.-­‐	  Quitosano	  obtenido	  en	  forma	  de	  polvo	  después	  del	  proceso	  de	  purificación.	  
	  
3.2.	  Preparación	  de	  las	  nanopartículas	  de	  plata	  cubiertas	  con	  quitosano	  
	  	  
El	  procedimiento	  habitual	  para	   la	   síntesis	  de	  nanopartículas	  de	  plata	   se	   lleva	  a	   cabo	  
mediante	   la	   reducción	   del	   catión	   de	   plata	   a	   plata	   elemental	   a	   partir	   de	   soluciones	  
acuosas	   de	   nitrato	   de	   plata.	   Generalmente,	   hay	   dos	   problemas	   asociados	   con	   este	  
proceso.	  En	  primer	  lugar,	  la	  energía	  superficial	  de	  estas	  nanopartículas	  es	  alta,	  lo	  que	  
las	  hace	  extremadamente	  reactivas	  y	  provoca	  que	  a	  menudo	  se	  agreguen	  y	  aglomeren	  
en	  dispersiones	  líquidas.	  Por	  otro	  lado,	  normalmente	  se	  sintetizan	  mediante	  el	  uso	  de	  
reactivos	   reductores,	   como	   ácido	   cítrico,	   borohidruro	   de	   sodio	   u	   otros	   compuestos	  
orgánicos,	  que	  pueden	  exhibir	  toxicidad	  ambiental	  o	  riesgos	  biológicos.	  
	  
Por	   consiguiente,	   para	   preparar	   soluciones	   coloidales	   estables	   de	   nanopartículas	   de	  
plata	   se	   ha	   desarrollado	   un	   método	   simple,	   rentable	   y	   respetuoso	   con	   el	   medio	  
ambiente	   que	   utiliza	   quitosano	   como	   un	   reactivo	   combinado	   de	   reducción	   y	  
nivelación,	   evitando	   así,	   el	   uso	   de	   agentes	   químicos	   (Cheng	   y	   col.	   2013,	   Lou	   y	   col.	  
2014).	   Para	  ello,	   es	  necesario	   encontrar	   las	   concentraciones	  óptimas	  de	  quitosano	   y	  
nitrato	  de	  plata	  así	  como	  la	  temperatura	  y	  el	  tiempo	  de	  reacción	  necesarios.	  
	  
En	  un	  intento	  de	  reducir	  el	  tiempo	  de	  reacción	  también	  se	  utilizan	  ultrasonidos	  cómo	  
una	  tecnología	  adicional	  para	  facilitar	  la	  reducción.	  Las	  ondas	  de	  ultrasonido	  generadas	  
por	   el	   sonicador	   generan	   vibraciones	   en	   la	   solución,	   creando	   un	   fenómeno	   llamado	  
cavitación.	   La	   cavitación	   consiste	   en	   la	   formación	   de	   burbujas	   microscópicas	   en	   la	  
solución,	   las	   cuales	   sufren	   rapidísimos	   procesos	   de	   expansión	   y	   colapso,	   enviando	  
minúsculas	  ondas	  de	  choque	  a	  la	  sustancia	  circundante.	  Estas	  burbujas,	  que	  se	  forman	  
y	  colapsan	  constantemente,	  originan	  fuertes	  ondas	  de	  vibración	  que	  ocurren	  en	  ciclos	  
en	  la	  solución	  y	  separan	  las	  partículas	  (Abedini	  y	  Mousavi	  2010).	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Para	  analizar	  las	  soluciones	  obtenidas	  se	  utilizan	  técnicas	  como	  la	  espectrofotometría	  
(UV-­‐Vis),	  la	  dispersión	  dinámica	  de	  la	  luz	  (DLS)	  i	  la	  electroquímica.	  	  
	  	  
3.2.1.	  Materiales	  y	  reactivos	  
	  
Para	   la	   síntesis	   de	   las	   AgNPs	   se	   utilizó	   el	   quitosano	   (CS)	   previamente	   purificado.	  
También	  se	  empleó	  hidróxido	  de	  sodio	  (NaOH)	  para	  ajustar	  el	  pH	  de	  la	  solución,	  ácido	  
acético	   (CH3COOH)	   y	   nitrato	   de	   plata	   (AgNO3)	   obtenidos	   de	   Sigma-­‐Aldrich	   (España).	  
Para	   realizar	   el	   análisis	   electroquímico	   fueron	   necesarios	   Micropolish	   Alumina	   de	  
grano	  1	  y	  0.3,	  nitrato	  de	  potasio	  (KNO3)	  y	  agua	  mili-­‐Q.	  
	  
El	  equipo	  necesario	  para	   la	  caracterización	  de	   las	  nanopartículas	  de	  plata	  recubiertas	  
con	   quitosano	   está	   comprendido	   por	   un	   sonicador	   (Vibra-­‐Cell)	   de	   Sonics,	   un	  
espectrofotómetro	   (Infinite	  M200)	  de	  Tecan,	  un	  analizador	  del	   tamaño	  de	  partículas	  
por	  difracción	  láser	  (DL135	  Particle	  Size	  Analyzer)	  adquirido	  de	  Cordouan	  Technologies	  
(Francia)	  y	  un	  potenciostato	  (µAutolab	  Type	  III	  Eco-­‐Chemie)	  conectado	  a	  una	  célula	  de	  
tres	   electrodos	   de	   Metrohm.	   Se	   utilizó	   como	   electrodo	   de	   trabajo	   tija	   de	   carbono	  
vítreo	   (GCE)	   de	   3	   mm	   de	   diámetro,	   como	   electrodo	   de	   referencia	   un	   electrodo	   de	  
Ag/AgCl/KCl	  3M	  y	  como	  contra-­‐electrodo	  un	  electrodo	  de	  anillo	  de	  platino.	  También	  
son	   esenciales	   un	   pH-­‐metro,	   un	   baño	   termostático,	   un	   baño	   de	   ultrasonidos	   de	   JP	  
Selecta,	  una	  placa	  calefactora	  y	  una	  placa	  (Nunclon	  96	  Flat	  Transparent).	  	  
	  
3.2.2.	  	  Método	  
	  
Primeramente	  el	  quitosano	  previamente	  purificado	  se	  disuelve	  para	  alcanzar	  0.3%	  p/v	  
(0.18g)	  en	  una	  solución	  de	  1%	  de	  ácido	  acético	  (60ml).	  Seguidamente	  el	  pH	  es	  ajustado	  
a	  5.5	  añadiendo	  poco	  a	  poco	  una	  solución	  de	  5M	  NaOH.	  Para	  preparar	  la	  solución	  de	  
AgNO3	   con	   una	   concentración	   de	   2mg/ml	   se	   disuelven	   80mg	   de	   AgNO3	   en	   40ml	   de	  
agua	   destilada.	   A	   diferencia	   de	   la	   solución	   de	   quitosano,	   la	   solución	   de	   AgNO3	   no	  
puede	   ser	   conservada,	   debe	   utilizarse	   inmediatamente	   después	   de	   su	   preparación	  
para	  evitar	  su	  oxidación,	  además	  debe	  cubrirse	  el	  recipiente	  con	  papel	  de	  aluminio	  ya	  
que	   es	   sensible	   a	   la	   luz.	   Una	   vez	   preparadas	   ambas	   soluciones	   deben	   ponerse	   a	  
calentar	  a	  60°C	  en	  el	  baño	  termostático	  durante	  aproximadamente	  quince	  minutos.	  	  	  	  	  
	  	  
Las	  nanopartículas	  de	  plata	  han	  sido	  preparadas	  usando	  dos	  métodos:	  uno	  solamente	  
con	  agitación	  y	  otro	  mediante	  ultrasonidos.	  Por	   lo	   tanto,	  se	  preparan	  dos	  soluciones	  
de	  50ml	  de	  Ag-­‐CS	  (30ml	  de	  la	  solución	  de	  quitosano	  y	  20ml	  de	  la	  de	  AgNO3).	  
	  
Por	   un	   lado,	   se	  mezclan	   30ml	   de	   la	   solución	   de	   quitosano	   y	   20ml	   de	   la	   solución	   de	  
AgNO3	  en	  vaso	  de	  precipitados	  u	  otro	  recipiente,	  se	  cubre	  el	  recipiente	  con	  papel	  de	  
aluminio	   y	   se	   pone	   sobre	   una	   placa	   calefactora.	   La	   solución	   se	   somete	   a	   alta	  
temperatura	  (60°C)	  con	  agitación	  durante	  3	  días	  y	  se	  toma	  una	  muestra	  en	  diferentes	  
instantes:	  0	  horas,	  30	  minutos,	  1	  hora,	  2	  horas,	  3	  horas,	  1	  día,	  2	  días	  y	  3	  días.	  
	  
Por	  otro	  lado,	  se	  depositan	  los	  30ml	  de	  la	  solución	  de	  quitosano	  restantes	  y	  los	  20ml	  
de	  la	  solución	  de	  AgNO3	  en	  el	  vaso	  del	  sonicador	  y	  se	  someten	  a	  ultrasonidos	  durante	  
3	  horas,	   con	  una	   temperatura	  de	  60°C	  y	  una	  amplitud	  del	  35%.	  Se	  cubre	  el	  vaso	  del	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sonicador	  con	  papel	  de	  aluminio	  procurando	  que	  la	  solución	  no	  esté	  expuesta	  a	  la	  luz.	  
Finalmente,	  se	  coge	  una	  muestra	  a	  las	  0	  horas,	  30	  minutos,	  1	  hora,	  2	  horas	  y	  3	  horas.	  
	  
	  	  	  	  	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
	  	  	  Figura	  4.-­‐	  Sonicador	  (Vibra-­‐Cell)	  de	  Sonics.	   	  	  	  	  Figura	  5.-­‐	  Preparación	  de	  las	  AgNPs-­‐CS	  con	  US.	  	  
	  
Una	   vez	   obtenidas,	   las	   muestras	   son	   analizadas	   y	   caracterizadas	   mediante	   la	  
espectrofotometría	  UV-­‐visible,	  DLS	  (dispersión	  dinámica	  de	  luz)	  y	  electroquímica.	  Para	  
realizar	   la	   espectrofotometría	   se	   depositan	   200µL	   de	   cada	   muestra	   en	   una	   placa	  
(Nunclon	   96	   Flat	   Transparent)	   con	   la	   ayuda	   de	   una	   micropipeta.	   A	   continuación	   se	  
inserta	   la	   placa	   en	   el	   espectrofotómetro	   y	   después	  de	  unas	  pequeñas	   sacudidas	   (de	  
modo	   linear,	   de	   2	   segundos	   y	   con	   una	   amplitud	   de	   1mm)	   	   se	   procede	   a	   realizar	   el	  
escaneo	  de	  la	  absorbancia	  del	  espectro	  registrado	  entre	  300	  y	  600nm.	  	  
	  
La	   dispersión	   dinámica	   de	   la	   luz	   se	   llevó	   a	   cabo	   con	   un	   analizador	   del	   tamaño	   de	  
partículas	   por	   difracción	   láser	   (DL135	   Particle	   Size	   Analyzer)	   empleando	   la	   misma	  
cantidad	   de	   cada	   muestra	   en	   cada	   medida	   y	   controlando	   en	   todo	   momento	   la	  
intensidad	  del	  láser.	  
	  
Para	   analizar	   las	   dispersiones	   obtenidas	   mediante	   electroquímica	   primero	   debe	  
prepararse	   una	   disolución	   de	   nitrato	   de	   potasio	   0.02M,	   la	   cual	   actuará	   como	  
electrolito,	  es	  decir,	  como	  medio	  conductor.	  Para	  preparar	  250ml	  de	  esta	  solución,	  se	  
disuelven	  0.5055g	  de	  nitrato	  de	  potasio	  en	  250ml	  de	  agua	  Mili-­‐Q.	  Posteriormente,	  el	  
electrodo	  de	  trabajo	  se	  debe	  pulir	  utilizando	  “Micropolish	  Alumina”	  de	  grano	  1	  y	  0.3.	  
Se	   pule	   primero	   con	   el	   grano	   1	   durante	   dos	  minutos	   aproximadamente	   y	   se	   aclara	  
alrededor	   de	   cinco	   minutos	   usando	   el	   baño	   de	   ultrasonidos	   para	   retirar	   todas	   las	  
partículas	   que	   hayan	   quedado	   adheridas	   al	   electrodo.	   Luego	   se	   vuelve	   a	   pulir	  
utilizando	  esta	  vez	  “Micropolish	  Alumina”	  de	  grano	  0.3	  y	  se	  aclara	  una	  última	  vez	  en	  el	  
baño	   US.	   La	   solución	   ya	   preparada	   de	   nitrato	   de	   potasio	   se	   deposita	   en	   la	   celda	  
electrolítica	  y	   se	  desoxigena	  haciendo	   incidir	  nitrógeno	  dentro	  de	   la	   celda	  durante	  3	  
minutos.	   La	   solución	   previamente	   preparada	   de	   AgNPs-­‐CS	   se	   deposita	   encima	   del	  
electrodo	   de	   trabajo	   mediante	   la	   técnica	   “drop-­‐casting”	   (depósito	   por	   goteo).	   Por	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consiguiente,	  se	  pone	  una	  gota	  de	  5µL	  de	  la	  dispersión	  encima	  del	  electrodo	  de	  trabajo	  
con	   la	   ayuda	   de	   una	   micropipeta	   y	   se	   deja	   evaporar;	   para	   acelerar	   la	   evaporación	  
puede	  emplearse	  nitrógeno	  muy	   cuidadosamente.	  Una	   vez	   hecho	  el	   depósito	   de	   las	  
AgNPs-­‐CS	  sobre	  la	  punta	  del	  electrodo,	  este	  se	  pone	  en	  contacto	  con	  el	  electrolito	  por	  
capilaridad.	  A	  continuación,	  se	  conectan	  los	  tres	  electrodos	  (el	  electrodo	  de	  trabajo,	  el	  
electrodo	   de	   referencia	   y	   el	   contraelectrodo)	   y	   se	   procede	   a	   realizar	   una	  
voltamperometría	   cíclica	   con	   los	   siguientes	   parámetros:	   potencial	   inicial=0.19V,	  
potencial	   del	   primer	   vértice=0.8V,	   potencial	   de	   segundo	   vértice=-­‐0.2V,	   velocidad	   de	  
barrido=0.05V/s.	  De	  ese	  modo	  se	  obtendrá	  finalmente	  un	  voltamperograma	  cíclico	  con	  
las	  curvas	  de	  reducción	  y	  oxidación.	  
	  
3.3.	  Recubrimiento	  de	  la	  silicona	  con	  nanopartículas	  de	  plata	  con	  quitosano	  
	  
Debido	   a	   la	   acción	   antibacteriana	   que	   muestran	   las	   nanopartículas	   de	   plata,	   las	  
soluciones	  coloidales	  de	  nanopartículas	  de	  plata	  recubiertas	  con	  quitosano	  pueden	  ser	  
utilizadas	   como	   reactivos	   ambientalmente	   sostenibles	   para	   revestir	   la	   superficie	   de	  
diversos	  materiales,	  así	  como	  equipos	  y	  dispositivos	  médicos,	  o	  como	  es	  el	  caso,	  sobre	  
lentes	  de	  contacto.	  	  
	  
Por	   consiguiente,	   las	  nanopartículas	  de	  plata	   con	  quitosano	   (AgNPs-­‐CS)	   se	   fijaron	  en	  
tiras	  de	  silicona,	  usadas	  como	  una	  simulación	  del	  material	  de	  las	  lentes	  de	  contacto.	  La	  
fijación	   de	   las	   nanopartículas	   de	   plata	   sobre	   las	   tiras	   de	   silicona	   se	   llevó	   a	   cabo	  
mediante	   tres	   procedimientos	   distintos	   para	   determinar	   cuál	   resulta	   más	   eficaz:	  
mediante	  deposición	  con	  ultrasonido,	  enzimáticamente	  y	  químicamente.	  
	  
Las	   AgNPs-­‐CS	   dispersadas	   en	   soluciones	   coloidales	   estables	   deberían	   establecer	  
fuertes	   enlaces	   no	   reversibles	   sobre	   la	   superficie	   de	   la	   silicona.	   Pero	   para	   ello,	  
previamente	  al	  tratamiento	  de	  la	  silicona	  con	  estas	  soluciones	  es	  necesario	  activar	  su	  
superficie	   con	   un	   pretratamiento	   realizado	   con	   APTS	   ((3-­‐Aminopropil)trietoxisilano),	  
en	  el	  caso	  del	  tratamiento	  mediante	  ultrasonidos	  y	  enzimáticamente,	  y	  con	  GOPTS	  ((3-­‐
glicidiloxipropil)trimetoxisilano),	   en	   el	   caso	   de	   la	   silicona	   tratada	   químicamente.	   El	  
pretratamiento	  con	  APTS	  permite	  la	  formación	  de	  grupos	  amino	  y	  utilizando	  GOPTS	  se	  
integran	   epóxidos;	   ambos	   activan	   la	   superficie	   de	   la	   silicona	   y	   facilitan	   su	   posterior	  
tratamiento	  con	  las	  nanopartículas	  de	  plata	  estabilizadas	  con	  quitosano.	  Así	  pues,	   las	  
tiras	  de	  silicona	  son	  sometidas	  a	  la	  solución	  de	  APTS	  o	  GOPTS	  de	  5%	  en	  etanol	  durante	  
24h.	  
	  
Para	  fijar	  el	  pretratamiento,	  las	  tiras	  de	  silicona	  son	  sometidas	  a	  un	  proceso	  de	  curado	  
el	  cual	  consiste	  en	  exponer	  la	  silicona	  pretratada	  a	  altas	  temperaturas	  (80°C)	  durante	  
un	   tiempo	   determinado	   (1h).	   Seguidamente,	   se	   realiza	   un	   test	   para	   comprobar	   la	  
eficacia	   del	   pretratamiento	   y	   analizar	   si	   este	   mejora	   sus	   propiedades	   después	   del	  
proceso	  de	  curado.	  Al	  realizar	  el	  test	  para	  el	  pretratamiento	  con	  APTS,	  se	  percibe	  una	  
tinción	  de	  la	  silicona,	  indicando	  que	  la	  superficie	  está	  activada,	  pero	  no	  se	  aprecia	  una	  
mayor	  tinción	  en	   la	  silicona	  curada	  comparada	  con	  la	  que	  no	  lo	  está,	   lo	  que	  muestra	  
que	   no	   es	   necesario	   que	   esta	   sea	   sometida	   a	   un	   proceso	   de	   curado.	   En	   el	   caso	   del	  
pretratamiento	  con	  GOPTS,	  en	  cambio,	  sí	  que	  se	  ha	  podido	  observar	  una	  mayor	  tinción	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en	   la	   silicona	  curada	  después	  del	  pretratamiento,	   consiguientemente,	   será	  necesario	  
realizar	  este	  proceso	  de	  curado	  para	  mejorar	  las	  propiedades	  del	  pretratamiento.	  
	  
3.3.1.	  Materiales	  	  
	  
El	   grupo	   de	   reactivos	   empleados	   está	   constituido	   por	   dodecilsulfato	   sódico	   (SDS),	  
etanol	  (C2H6O),	  (3-­‐Aminopropil)trietoxisilano	  (APTS),	  (3-­‐glicidiloxipropil)trimetoxisilano	  
(GOPTS),	   ninhidrina,	   hidróxido	   de	   sodio	   (NaOH),	   ácido	   succínico,	   ácido	   gálico,	   4-­‐(4-­‐
Nitrobencil)piridina	   (NBP),	   metoxietanol	   y	   tampón	   fosfato	   salino	   (PBS),	   todos	   ellos	  
obtenidos	   de	   Sigma-­‐Aldrich	   (España).	   El	   enzima	   lacasa	   (EC	   1.10.3.2	   Trametes	   sp.	  
laccase,	  Laccase	  L603P)	  fue	  adquirida	  de	  Biocatalysts	  (Reino	  Unido).	  
	  
Entre	   los	   dispositivos	   requeridos	   destacan	   un	   agitador	   calefactor	   para	   microtubos	  
“Thermo-­‐Shaker”	   (TS-­‐100)	  de	  Biosan,	  un	  agitador	   vórtex	   (IKA	  MS3	  basic)	  de	   Ika,	  una	  
centrifugadora	  (Centrifuge	  5424)	  de	  Eppendorf,	  un	  sonicador	  (Vibra-­‐Cell)	  de	  Sonics,	  un	  
baño	   de	   ultrasonidos	   de	   JP	   Selecta,	   un	   baño	   termostático	   (OLS200)	   de	   Grant	   y	   una	  
estufa	   de	   desecación	   de	   Raypa.	   Para	   posteriormente	   analizar	   las	   muestras	   son	  
necesarios	  un	  espectrómetro	  de	  transformada	  de	  Fourier	  (Perkin-­‐Elmer	  Spectrum	  100)	  
de	  Perkin-­‐Elmer,	  Estados	  Unidos,	  y	  un	  microscopio	  electrónico	  de	  barrido	  (Zeiss	  Neon	  
FIb	  microscope)	  de	  Carl	  Zeiss,	  Alemania.	  
	  
3.3.2.	  	  Método	  
	  
Antes	   de	   tratar	   la	   silicona	   con	   las	   soluciones	   de	   AgNPs-­‐CS,	   esta	   debe	   ser	   lavada.	  
Primeramente	   se	   disuelven	   2.5g	   de	   dodecilsulfato	   sódico	   (SDS)	   en	   500ml	   de	   agua	  
destilada,	   para	   obtener	   así	   una	   solución	   con	   una	   concentración	   de	   0.5%	   p/v,	   y	   se	  
introduce	  la	  silicona	  dentro	  de	  esta	  solución	  con	  un	  agitador	  magnético	  por,	  al	  menos,	  
20	  minutos.	  Seguidamente,	  la	  silicona	  se	  deja	  agitando	  20	  minutos	  más	  solamente	  con	  
agua	  destilada.	  Para	  finalizar,	  se	  coloca	  en	  un	  recipiente	  con	  etanol	  en	  el	  cual	  deberá	  
permanecer,	   también	   con	  agitación,	  durante	  20	  minutos	  aproximadamente.	  Una	  vez	  
concluido	  el	  proceso	  de	  lavado,	  se	  deja	  secar	  la	  silicona	  y	  se	  almacena	  en	  un	  recipiente	  
hermético	  para	  que	  no	  se	  vuelva	  a	  ensuciar.	  	  	  	  	  	  
	  
A	   continuación,	   se	   procede	   a	   recubrir	   las	   tiras	   de	   silicona	   con	   las	   nanopartículas	   de	  
plata	  con	  quitosano	  preparadas	  anteriormente	  utilizando	  tres	  métodos	  diferentes:	  
	  
1.	  Mediante	  ultrasonidos:	  
Para	   tratar	   la	   silicona	   mediante	   ultrasonidos,	   primeramente	   es	   necesario	   que	   sea	  
sometida	   a	   un	   pretratamiento	   con	   APTS.	   Para	   ello,	   se	   debe	   preparar	   la	   cantidad	  
necesaria	  de	  una	  solución	  de	  APTS	  diluida	  con	  etanol	  con	  una	  concentración	  del	  5%	  v/v	  
según	   la	   silicona	  que	   se	   tenga.	   Seguidamente,	   se	   sumergen	   la	   tiras	   de	   silicona	  en	   la	  
solución	  y	  se	  dejan	  en	  esta	  durante	  un	  día	  tratando	  que	  permanezcan	  en	  un	  sitio	  con	  
poca	  luz.	  
	  
Al	   día	   siguiente,	   se	   recogen	   las	   tiras	   de	   silicona	   y	   se	   aclaran	   con	   etanol	   dejándolas	  
removiendo	   durante	   aproximadamente	   20	  minutos.	   Una	   vez	   aclarada	   la	   silicona,	   se	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debe	   comprobar	   la	   eficacia	   del	   pretratamiento	   al	   que	   ha	   sido	   sometida.	  
Consecuentemente,	   se	   cortan	   pequeños	   trozos	   de	   la	   silicona	   pretratada	   con	   APTS	   y	  
uno	  de	  silicona	  sin	  pretratar	  para	  que	  sirva	  de	  control.	  Cada	  uno	  de	  los	  trozos	  cortados	  
se	   introduce	   en	  un	   tubo	  eppendorf	   y	   se	   les	   añade	  1ml	   de	  ninhidrina	   para	   luego	   ser	  
dispuestos	  en	  el	  “Thermo-­‐Shaker”	  durante	  20	  minutos	  a	  100°C.	  Si	  las	  tiras	  de	  silicona	  
se	  tiñen	  de	  un	  color	  marrón	  grisáceo	  (exceptuando	  el	  control)	  nos	  estarán	   indicando	  
que	  el	  pretratamiento	  con	  APTS	  ha	  sido	  efectivo.	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Figura	  6.-­‐	  Tinción	  de	  la	  silicona	  después	  de	  realizar	  el	  test	  para	  el	  pretratamiento	  con	  APTS.	  
	  
Una	   vez	   pretratada	   la	   silicona	   se	   procede	   a	   tratarla	   con	   la	   solución	   de	   AgNPs-­‐CS	  
mediante	  ultrasonidos.	  Para	  ello	  se	  emplearán	  5ml	  de	  la	  solución	  de	  nanopartículas	  de	  
plata	  preparadas	  con	  ultrasonidos	  durante	  3	  horas	  (ya	  que	  es	  la	  que	  tiene	  una	  mayor	  
concentración	   de	   nanopartículas)	   y	   se	   diluirán	   con	   agua	   destilada	   hasta	   obtener	   un	  
volumen	  total	  de	  50ml.	  A	  continuación,	  esta	  dilución	  se	  vierte	  en	  el	  vaso	  del	  sonicador	  
junto	   con	   las	   tiras	   de	   silicona	   pretratadas	   con	   APTS	   y	   silicona	   sin	   pretratar.	   Este	  
preparado	   deberá	   ser	   sometido	   a	   ultrasonidos	   durante	   30	   minutos,	   con	   una	  
temperatura	  de	  20°C	  y	  una	  amplitud	  de	  35%.	  
	  
Una	  vez	  finalizado	  este	  proceso,	  se	  recoge	  la	  silicona	  para	  ser	  aclarada	  en	  un	  baño	  de	  
ultrasonidos	  (con	  baja	  potencia),	  de	  ese	  modo,	  se	  desecharán	  todas	  las	  partículas	  de	  la	  
superficie	   que	   no	   hayan	   quedado	   adheridas	   fuertemente.	   Para	   este	   lavado	   se	  
disponen	   los	   trozos	  de	   silicona	   tratados	  en	  vasos	  de	  precipitados	  con	  agua	  destilada	  
(50ml	   aproximadamente)	   y	   se	   rellena	   también	   con	   agua	   destillada	   el	   baño	   de	  
ultrasonidos	  de	  manera	  que	  el	  nivel	  de	  agua	  supere	  el	  de	  los	  vasos	  de	  precipitados	  con	  
las	   muestras.	   Finalmente,	   se	   procede	   a	   realizar	   la	   sonicación	   durante	  
aproximadamente	   25	  minutos.	   Una	   vez	   terminada,	   se	   aclaran	   un	   poco	   las	  muestras	  
con	  más	  agua	  destilada,	  se	  dejan	  secar	  y	  se	  guardan	  en	  un	  recipiente	  herméticamente.	  	  	  
	  	  
2.	  Enzimáticamente:	  
El	   pretratamiento	  de	   la	   silicona	   tratada	   con	  AgNPs-­‐CS	  mediante	  enzimas	   también	   se	  
realiza	   con	   APTS,	   siguiendo	   el	   mismo	   procedimiento	   que	   el	   descrito	   anteriormente	  
para	   la	   silicona	   tratada	   con	   ultrasonidos.	   Una	   vez	   pretratada	   la	   silicona	   con	   APTS,	  
también	  debe	  realizarse	  el	  test	  para	  comprobar	  si	  este	  pretratado	  ha	  sido	  efectivo	  del	  
mismo	   modo	   que	   en	   el	   caso	   anterior.	   Cuando	   se	   ha	   hecho	   el	   pretratamiento	   y	  
comprobado	  su	  eficacia	   (ver	  Figura	  6),	   se	  procede	  a	   tratar	   las	   tiras	  de	  silicona	  con	   la	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solución	   de	   nanopartículas	   de	   plata	   cubiertas	   con	   quitosano	   preparadas	   con	  
ultrasonidos	  durante	  3	  horas.	  	  
	  
Para	  empezar,	  se	  debe	  preparar	  una	  solución	  tampón	  con	  la	  cual	  diluiremos	  la	  solución	  
con	   las	   nanopartículas	   de	   plata	   y	   quitosano.	   Para	   ello,	   se	   necesitan	   0.8ml	   de	   NaOH	  
(5M)	  y	  19.2ml	  de	  agua	  destilada,	  así	  se	  obtendrá	  una	  solución	  con	  un	  volumen	  final	  de	  
20ml.	   A	   continuación	   se	   prepara	   otra	   solución	   de	   este	   mismo	   volumen	   disolviendo	  
0.4724g	   de	   ácido	   succínico	   (0.2M)	   en	   20ml	   de	   agua	   destilada.	   Para	   concluir	   la	  
preparación	  de	   la	   solución	   tampón,	   se	   vierten	  18.75ml	  de	   la	  primera	   solución,	   la	   de	  
NaOH,	  y	  12.5ml	  de	  la	  segunda,	   la	  de	  ácido	  succínico,	  en	  un	  vaso	  de	  precipitados	  y	  se	  
enrasa	  con	  agua	  destilada	  hasta	  50ml.	  	  
	  
A	  continuación,	  se	  depositan	  0.75g	  de	  la	  enzima	  lacasa	  (de	  la	  familia	  oxido-­‐reductasa)	  
en	  un	  tubo	  cónico	  y	  se	  añaden	  5ml	  de	  agua	  destilada	  para	  luego	  ser	  agitado	  usando	  el	  
agitador	  vórtex	  durante	  15	  minutos	  aproximadamente.	  Una	  vez	  obtenida	  la	  dispersión	  
de	  lacasa,	  esta	  se	  centrifuga	  durante	  5	  minutos	  a	  5000rpm.	  El	  supernatante	  se	  mezcla	  
con	   5ml	   de	   la	   solución	   de	   AgNPs-­‐CS	   y	   se	   rellena	   con	   la	   solución	   tampón	   preparada	  
anteriormente	   hasta	   alcanzar	   un	   volumen	   final	   de	   50ml.	   Consecutivamente,	   en	   esta	  
misma	  solución,	  se	  disuelven	  0.4253g	  de	  ácido	  gálico	  y	  se	  añaden	  las	  tiras	  de	  silicona	  
(sin	  pretratar	  y	  pretratadas	  con	  APTS).	  Para	  terminar,	  se	  dejarán	  los	  preparados	  en	  el	  
baño	  termostático,	  agitándose	  ligeramente,	  con	  una	  temperatura	  de	  50°C	  hasta	  el	  día	  
siguiente.	  	  	  	  	  	  
	  
Finalmente,	   la	   silicona	   debe	   ser	   aclarada	   usando	   el	   baño	   de	   ultrasonidos	   de	   baja	  
potencia	   del	   mismo	   modo	   que	   se	   realizó	   para	   las	   muestras	   obtenidas	   mediante	  
ultrasonidos.	  Una	  vez	  terminado	  el	   lavado,	  se	  aclaran	  un	  poco	  las	  muestras	  con	  agua	  
destilada,	  se	  dejan	  secar	  y	  se	  guardan	  en	  un	  recipiente	  cerrado.	  	  	  
	  
3.	  Químicamente:	  	  
Para	   el	   tratamiento	   de	   la	   silicona	   con	   las	   nanopartículas	   de	   plata	   realizado	  
químicamente,	  se	   	  efectúa	  un	  pretratamiento	  con	  GOPTS.	  Consiguientemente,	  según	  
la	   silicona	  que	   se	   tenga,	   se	  prepara	   la	   cantidad	  necesaria	  de	  una	   solución	  de	  GOPTS	  
diluida	  en	  etanol	  con	  una	  concentración	  del	  5%	  v/v.	  Después,	  se	  sumergen	  las	  tiras	  de	  
silicona	   en	   la	   solución	   y	   se	   dejan	   en	   esta	   durante	   un	   día	   asegurando	   el	   mínimo	  
contacto	  con	  la	  luz.	  	  
	  
Seguidamente,	   se	   recogen	   las	   tiras	   de	   silicona	   y	   se	   aclaran	   con	   etanol	   dejándolas	  
removiendo	  durante	  aproximadamente	  20	  minutos.	  A	  continuación,	  se	  disponen	  en	  un	  
recipiente	  hermético	  y	  se	  calientan	  en	  la	  estufa	  de	  desecación	  a	  85°C	  durante	  1	  hora	  
aproximadamente	  para	   fijar	  mejor	   el	   pretratamineto.	   Para	   comprobar	   la	   eficacia	  del	  
pretratamiento	  se	  realiza	  un	  test	  usando	  pequeños	  trozos	  de	  silicona	  pretratada	  y	  sin	  
pretratar,	  para	  usar	  de	  control,	  y	  0.214g	  de	  NBP	  disueltos	  en	  5ml	  de	  metoxietanol.	  Los	  
trozos	   cortados	   se	   introducen	   en	   diferentes	   eppendorfs	   y	   se	   les	   añade	   1ml	   de	   esta	  
solución	   para	   luego	   ser	   instalados	   en	   el	   “Thermo-­‐Shaker”	   durante	   2	   horas	   a	   80°C.	  
Sabremos	  que	  el	  pretratmiento	  con	  GOPTS	  ha	  sido	  eficaz	  si	  las	  tiras	  de	  silicona	  se	  tiñen	  
de	  un	  color	  violeta	  (exceptuando	  el	  control).	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Figura	  7.-­‐	  Tinción	  de	  la	  silicona	  después	  de	  realizar	  el	  test	  para	  el	  pretratamiento	  con	  GOPTS.	  
	  
Después	   de	   pretratar	   la	   silicona,	   ya	   puede	   ser	   tratada	   con	   la	   solución	   de	  
nanopartículas	   de	   plata	   y	   quitosano	   utilizando	   agentes	   químicos.	   Primero	   se	   debe	  
preparar	   la	   solución	   tampón	   que	   será	   utilizada	   para	   diluir	   la	   solución	   con	   las	  
nanopartículas	   de	   plata.	   Para	   ello	   se	   disuelve	   una	   tableta	   de	   PBS	   en	   200ml	   de	   agua	  
destilada.	  A	  continuación,	  se	  emplearán	  45ml	  de	  esta	  solución	  tampón	  para	  diluir	  5ml	  
de	  la	  solución	  de	  nanopartículas	  de	  plata	  preparadas	  con	  ultrasonidos	  durante	  3	  horas,	  
así	  se	  obtendrá	  un	  volumen	  total	  de	  50ml.	  Una	  vez	   lista	   la	  solución	  se	   introducen	  en	  
ella	   las	   tiras	  de	   silicona	   (sin	  pretratar	  y	  pretratadas	  con	  GPTS)	  y	   se	  dejan	  en	  el	  baño	  
termostático	  a	  60°	  durante	  un	  día.	  
	  
Al	   día	   siguiente,	   se	   recoge	   la	   silicona	   para	   ser	   aclarada	   en	   el	   baño	   de	   ultrasonidos	  
durante	   25	   minutos,	   del	   mismo	   modo	   que	   se	   realizó	   en	   los	   casos	   anteriores.	   Al	  
terminar	  la	  sonicación,	  se	  aclaran	  las	  muestras	  con	  agua	  destilada,	  se	  dejan	  secar	  y	  se	  
guardan	  en	  un	  recipiente	  herméticamente.	  	  	  
	  
Finalmente,	   para	   analizar	   la	   superficie	   de	   todas	   las	   muestras	   se	   realiza	   la	  
espectroscopia	   infrarroja	   por	   transformada	   de	   Fourier	   (FTIR)	   y	   la	   microscopía	  
electrónica	  de	  barrido	  (SEM).	  Para	  llevar	  a	  cabo	  la	  primera,	  primeramente	  deberá	  ser	  
lavada	   y	   desinfectada,	   con	   agua	   destilada	   y	   etanol,	   la	   placa	   dónde	   se	   colocarán	   las	  
muestras.	  A	  continuación	  se	  establece	  la	  fuerza	  a	  la	  cual	  será	  sometida	  la	  muestra,	  en	  
el	   caso	   de	   la	   silicona	   le	   aplicaremos	   una	   fuerza	   de	   20N.	  Antes	   de	   colocar	   la	   silicona	  
sobre	   la	   placa	   se	  debe	   realizar	   	   una	  medida	  del	   fondo	  aplicando	  esta	  misma	   fuerza.	  
Finalmente	   ya	   se	   registrará	   el	   espectro	   de	   las	   muestras	   en	   un	   rango	   comprendido	  
entre	  los	  3900	  i	  600cm-­‐1,	  realizando	  64	  escaneos	  para	  cada	  espectro	  y	  midiendo	  todas	  
las	  muestras	  al	  menos	  dos	  veces.	  
	  
La	  microscopía	  electrónica	  de	  barrido	  (SEM)	  se	  realiza	  para	  examinar	  la	  morfología	  de	  
los	   híbridos	   formados	   por	   nanopartículas	   de	   plata	   cubiertas	   con	   quitosano	  
inmovilizados	  sobre	  las	  tiras	  de	  silicona.	  En	  este	  caso,	  se	  obtuvieron	  dos	  imágenes	  de	  
cada	  muestra	  con	  unas	  magnificaciones	  de	  x5000	  y	  x10000.	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3.4.	  Preparación	  de	  los	  cultivos	  bacterianos	  
	  
La	   adhesión	   y	   colonización	   por	   microorganismos,	   principalmente	   bacterias,	   en	   las	  
lentes	  de	  contacto	  siempre	  ha	  sido	  un	  problema	  en	  el	  uso	  de	  lentes	  no	  desechables	  ya	  
que	   son	   los	   causantes	   de	   multitud	   de	   sucesos	   adversos,	   así	   como	   la	   queratitis	  
microbiana	  (MK),	  el	  ojo	  rojo	  agudo	   inducido	  por	   lente	  de	  contacto	   (CLARE),	   la	  úlcera	  
periférica	  inducida	  por	  lentes	  de	  contacto	  (UPLC)	  y	  la	  queratitis	  infiltrativa	  (IK)	  (Dutta	  y	  
col.	  2012).	  
	  
Tras	  analizar	  la	  presencia	  de	  nanopartículas	  de	  plata	  en	  las	  tiras	  de	  silicona	  recubiertas	  
anteriormente,	  se	  procede	  a	  comprobar	  la	  eficacia	  antimicrobiana	  de	  este	  tratamiento	  
frente	  a	  dos	  bacterias	  comunes:	  Staphylococcus	  aureus,	  una	  bacteria	  Gram	  positiva,	  y	  
Escherichia	  coli,	  una	  Gram	  negativa.	  	  
	  
Para	  calcular	  la	  cantidad	  de	  solución	  bacteriana	  necesaria	  se	  lleva	  a	  cabo	  el	  método	  de	  
la	  turbidimetría	  mediante	  un	  espectrofotómetro.	  Esta	  técnica	  mide	  la	  reducción	  de	  la	  
transmisión	   de	   luz	   debido	   a	   partículas	   en	   suspensión	   y	   cuantifica	   la	   luz	   residual	  
transmitida.	  Varios	  estudios	  han	  mostrado	  que	  soluciones	  diluidas	  de	  diferentes	  tipos	  
de	  bacterias,	  independientemente	  del	  tamaño	  celular,	  tienen	  prácticamente	  la	  misma	  
absorbancia	   por	   unidad	   de	   concentración	   de	   peso	   seco.	   Teniendo	   esto	   en	   cuenta,	  
puede	   decirse	   que,	   en	   soluciones	   diluidas,	   la	   absorbancia	   es	   directamente	  
proporcional	   al	   peso	   seco,	   independientemente	   del	   tamaño	   celular	   del	  
microorganismo	  (Arias	  y	  Lastra	  2009).	  
	  
3.4.1.	  Materiales	  	  
	  
Para	  preparar	   los	   cultivos	  bacterianos	  es	  necesario	  disponer	  de	   silicona	  previamente	  
tratada	   con	   AgNPs-­‐CS.	   También	   fueron	   indispensables	   las	   bacterias	   Staphylococcus	  
aureus	  (S.	  aureus,	  ATCC	  25923)	  y	  Escherichia	  coli	  (E.	  coli,	  ATCC	  25922).	  Los	  medios	  de	  
cultivo	   se	  prepararon	   con	  Baird	  Parker	  Agar	   (BPA)	  para	  Staphylococcus	  aureus	   y	   con	  
HiCrome	   Coliform	   Agar	   (HCA)	   para	   Escherichia	   coli.	   El	   grupo	   de	   agentes	   químicos	  
empleados	   está	   compuesto	   por	   fosfato	   de	   potasio	   monobásico,	   hidróxido	   de	   sodio	  
(NaOH)	   y	   etanol	   (C2H6O),	   todos	   obtenidos	   de	   Sigma-­‐Aldrich	   (España).	   Y	   por	   último,	  
caldo	  nutritivo	  (NB,	  “Nutrient	  Broth”)	  de	  Scharlau.	  
	  
Entre	  el	  equipo	  empleado	  destaca	  una	  autoclave,	  un	  bunsen,	  una	  placa	   (Nunclon	  96	  
Flat	  Transparent),	  una	   incubadora	  con	  agitación	   (Certomat	  BS-­‐T)	  de	  Sartorius	  Stedim	  
Biotech,	   una	   incubadora	   de	   laboratorio	   de	   mesa	   (MIR-­‐262)	   de	   Sanyo	   y	   un	  
espectrofotómetro	  (Infinite	  M200)	  de	  Tecan.	  
	  
3.4.2.	  	  Método	  
	  
Al	   trabajar	   con	   dos	   bacterias	   distintas	   a	   la	   vez,	   es	   recomendable	   preparar	   un	   agar	  
selectivo	  para	  cada	  una	  de	  ellas.	  Estos	  medios	  de	  cultivo	  favorecen	  el	  crecimiento	  de	  
una	  población	  microbiana	  específica	  ya	  que	  facilitan	  nutricionalmente	  su	  crecimiento.	  
Así	   pues,	   para	   preparar	   el	   agar	   que	   será	   posteriormente	   utilizado	   para	   el	   cultivo	   de	  
Staphylococcus	   aureus	   se	   disuelven	   29g	   de	   Baird	   Parker	   Agar	   en	   475ml	   de	   agua	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destilada.	  La	  bacteria	  Escherichia	  coli	  será	  cultivada	  en	  un	  medio	  de	  cultivo	  preparado	  
con	  13.5g	  de	  HiCrome	  Coliform	  Agar	  y	  500ml	  de	  agua	  destilada.	  Ambas	  preparaciones	  
deberán	   ser	   guardadas	   en	   frascos	   con	   un	   cierre	   hermético	   para	   luego	   ser	  
autoclavadas.	  
	  
También	   deberá	   ser	   preparada	   una	   solución	   con	   caldo	   nutritivo	   que	   servirá	   de	  
alimento	  para	  que	  se	   reproduzcan	   las	  bacterias	   seleccionadas.	  Para	  ello	   se	  disuelven	  
0.65g	  de	  caldo	  nutritivo	  en	  50ml	  de	  agua	  destilada.	  Por	  último	  se	  elabora	   la	  solución	  
tampón	  diluyendo	  17g	  de	  fosfato	  de	  potasio	  monobásico	  en	  400ml	  de	  agua	  destilada	  y	  
ajustándola	  después	  a	  un	  pH	  de	  7.2	  con	  NaOH	  5M.	  Una	  vez	  ajustado	  el	  pH,	  se	  enrasa	  
con	  más	  agua	  destilada	  hasta	  obtener	  un	  volumen	  de	  500ml.	  	  	  	  	  	  
	  	  
A	  continuación,	  este	  preparado	  de	  fosfato	  de	  potasio	  junto	  con	  el	  de	  caldo	  nutritivo	  y	  
las	  soluciones	  con	  Baird	  Parker	  Agar	  y	  HiCrome	  Coliform	  Agar	  deberán	  ser	  esterilizadas	  
mediante	  un	  proceso	  de	   autoclavado.	   Para	   ello,	   estas	   soluciones,	   se	   introducirán	  en	  
una	  autoclave,	  comprobando	  primero	  que	  ésta	  contenga	  suficiente	  agua	  destilada.	  Los	  
frascos	   con	   las	   soluciones	   no	   deben	   estar	   completamente	   cerrados	   y	   se	   tienen	   que	  
etiquetar	  con	  cintas	  reactivas,	  las	  cuales	  nos	  indicaran	  si	  el	  proceso	  de	  autoclavado	  se	  
ha	  realizado	  correctamente.	  
	  
Una	  vez	  finalizado	  el	  proceso	  de	  autoclavado,	  se	  enciende	  el	  bunsen,	  se	  desinfecta	  la	  
mesa	  de	  trabajo	  con	  etanol	  y	  se	  procede	  a	  rellenar	  las	  placas	  de	  Petri	  con	  el	  agar	  antes	  
de	  que	  éste	  se	  solidifique,	  trabajando	  siempre	  cerca	  de	  la	  llama.	  Mientras	  el	  agar	  se	  va	  
solidificando	  en	  las	  placas	  de	  Petri,	  se	  rellena	  un	  tubo	  con	  3ml	  y	  dos	  tubos	  con	  5ml	  de	  
caldo	  nutritivo	  usando	  una	  pipeta.	  En	  uno	  de	  los	  tubos	  que	  contiene	  5ml	  se	  introducirá	  
una	  colonia	  de	  bacterias	  Staphylococcus	  aureus	  y	  en	  el	  otro	  una	  de	  Escherichia	  coli	  con	  
la	   ayuda	   de	   una	   micropipeta.	   El	   tubo	   restante	   con	   3ml	   de	   caldo	   nutritivo	   hará	   la	  
función	   de	   control.	   Seguidamente,	   se	   ponen	   estos	   tubos	   en	   una	   incubadora	   con	  
agitación,	  donde	  deberán	  permanecer	  durante	  una	  noche.	  Para	  terminar,	  si	  el	  agar	  ya	  
está	  gelificado,	   se	  dará	   la	   vuelta	  a	   las	  placas	  de	  Petri,	  quedando	  el	  medio	  de	  cultivo	  
arriba,	  para	  evitar	   la	  excesiva	  condensación	  de	  vapor	  y	  que	  el	  agua	  de	  condensación	  
precipite	  sobre	  el	  agar.	  
	  
Al	   día	   siguiente,	   se	   recogen	   los	   tubos	   con	   los	   cultivos	   bacterianos	   de	   la	   incubadora.	  	  
Una	  vez	   verificada	   la	  proliferación	  de	   las	  bacterias	   comparándolos	   con	  el	   control,	   se	  
introducen	  200µL	  de	  la	  solución	  de	  una	  de	  ellas	  en	  tres	  celdas	  de	  una	  placa	  (Nunclon	  
96	   Flat	   Transparent).	   Esta	   placa	   se	   introduce	   en	   el	   espectrofotómetro	   y	   se	   mide	   la	  
absorbancia	  de	  las	  soluciones	  contenidas	  en	  las	  tres	  celdas	  en	  una	  longitud	  de	  onda	  de	  
475nm.	  Se	  realiza	  la	  media	  de	  las	  tres	  medidas	  y	  se	  procede	  a	  calcular	  la	  cantidad	  de	  
solución	  bacteriana	  necesaria	  para	  preparar	  una	  solución	  de	  1ml	  diluida	  hasta	  0.1.	  Así	  
pues,	   si	   tenemos	   una	   absorbancia	   media	   de	   0.4786,	   en	   el	   caso	   de	   Staphylococcus	  
aureus,	  se	  necesitará	  209µL	  de	  la	  solución	  bacteriana	  (0.4786/1ml=0.1/x;	  x=0.209ml).	  
Realizando	  el	  mismo	   cálculo	  para	  Escherichia	   coli	   se	  obtiene	  un	   resultado	  de	  152µL,	  
partiendo	  de	  una	  absorbancia	  media	  de	  0.6587.	  	  
	  
Partiendo	  de	  los	  valores	  anteriores,	  se	  procederá	  a	  hacer	  la	  dilución	  de	  las	  soluciones	  
bacterianas,	  trabajando	  siempre	  cerca	  de	  la	  llama.	  En	  este	  caso,	  se	  depositan	  209µL	  de	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la	   dispersión	  de	  Staphylococcus	  aureus	   en	  un	   tubo	  para	   centrífuga	  u	  otro	   recipiente	  
con	  cierre	  hermético	  junto	  con	  791µL	  de	  la	  solución	  tampón	  preparada	  el	  día	  anterior	  
(para	  obtener	  un	  volumen	  final	  de	  1ml).	  Para	  Escherichia	  coli	  se	  diluyen	  los	  152µL	  de	  
solución	   bacteriana	   en	   848µL	   de	   la	   solución	   tampón.	   Una	   vez	   preparadas	   las	  
diluciones,	  se	  cogen	  10µL	  de	  una	  de	  ellas	  y	  se	  mezclan	  con	  10ml	  de	  la	  solución	  tampón	  
obteniendo	  un	  volumen	   total	  de	  10.01ml	  que	  consecutivamente	   se	   reparte	  en	   cinco	  
tubos,	   teniendo	  así	   2.002ml	  en	   cada	  uno.	  A	   continuación,	   se	   cortan	   las	  muestras	  de	  
silicona	  tratadas	  mediante	  ultrasonidos,	  enzimáticamente	  y	  químicamente,	  y	  un	  trozo	  
de	   silicona	   sin	   tratar	   con	   la	   ayuda	  de	  un	   cúter.	   Todos	   los	   trozos	  de	   silicona	  deberán	  
tener	  el	  mismo	  tamaño,	  tendrán	  que	  medir	  1.3x1.3cm	  aproximadamente.	  Estos	  trozos	  
deberán	   introducirse	   en	   cuatro	   de	   los	   cinco	   tubos	   preparados	   previamente,	   el	   tubo	  
restante	  actuará	  como	  control.	  De	  este	  tubo	  control,	  se	  cogen	  100µL	  haciendo	  uso	  de	  
una	  micropipeta	  y	   se	   introducen	  en	  una	  de	   las	  celdas	  de	  una	  placa	   (Nunclon	  96	  Flat	  
Transparent)	  para	  así	   tener	  también	  un	  control	  sin	   incubar.	  Finalmente	  ya	  se	  podrán	  
meter	   los	   cinco	   tubos	   en	   la	   incubadora	   con	   agitación,	   donde	   deberán	   permanecer	  
durante	  una	  hora.	  Mientras	   las	  muestras	  están	  en	   la	   incubadora	  se	  repite	  el	  proceso	  
anterior	  con	  la	  otra	  bacteria.	  
	  
Pasada	  una	  hora	  desde	  que	  pusimos	  a	  incubar	  las	  primeras	  muestras,	  se	  retiran	  de	  la	  
incubadora	   y	   se	  empezará	  a	  preparar	   los	   cultivos	  en	   las	  placas	  de	  Petri	  mientras	   las	  
muestras	  con	  la	  otra	  bacteria	  aún	  están	  incubando.	  El	  cultivo	  en	  las	  placas	  de	  Petri	  se	  
preparará	   mediante	   el	   método	   de	   siembra	   de	   diluciones	   seriadas	   (Negroni	   2009),	  
acordándose	   siempre	   de	   trabajar	   en	   condiciones	   estériles.	   Para	   ello	   se	   depositan	  
100µL	  de	  cada	  muestra,	   incluido	  el	  control,	  en	  diferentes	  celdas	  de	  la	  placa	  (Nunclon	  
96	  Flat	  Transparent)	  en	  la	  que	  anteriormente	  se	  habían	  puesto	  los	  100µL	  de	  la	  muestra	  
control	  sin	  tiempo	  de	  incubación.	  Preferentemente,	  estas	  muestras,	  se	  dispondrán	  en	  
la	  placa	  formando	  una	  columna	  vertical	  y	  se	  marcará	  qué	  fila	  corresponde	  a	  cada	  una	  
de	  las	  muestras	  con	  un	  rotulador	  para	  que	  quede	  organizado	  de	  manera	  adecuada.	  Por	  
consiguiente,	  se	  debe	  tener	  seis	  filas	  con	  la	  primera	  celda	  de	  cada	  una	  llena	  con	  100µL	  
de	   cada	  muestra	   (el	   control	   sin	   incubación,	   el	   control	   con	   incubación,	   la	   silicona	   sin	  
tratar	  y	  la	  silicona	  tratada	  mediante	  ultrasonidos,	  enzimas	  y	  agentes	  químicos).	  Con	  la	  
ayuda	  de	  una	  pipeta	  multicanal	  rellenaremos	  tres	  celdas	  más	  de	  cada	  fila	  con	  270µL	  de	  
la	   solución	   tampón,	  obteniendo	  así	  un	   total	  de	  cuatro	  columnas.	   Seguidamente,	   con	  
esta	  misma	  pipeta,	  se	  extraen	  30µL	  de	  cada	  celda	  de	  la	  primera	  columna;	  es	  decir,	  las	  
que	  contienen	  la	  solución	  bacteriana;	  y	  se	  mezclan	  cuidadosamente	  con	  los	  270µL	  de	  
solución	   tampón	   que	   se	   encuentran	   en	   la	   segunda	   columna.	   Repitiendo	   el	   mismo	  
proceso,	   se	   traspasan	  30µL	  de	   cada	  celda	  de	   la	   segunda	  columna	  a	   la	   tercera,	   y	  por	  
último,	  de	  la	  tercera	  a	  la	  cuarta.	  De	  ese	  modo	  obtendremos	  distintas	  concentraciones	  
del	  microorganismo	  en	   cuestión	  en	   cada	   celda,	   siendo	  así,	   la	  última	   columna	   la	  más	  
diluida	  y	  la	  primera	  la	  más	  concentrada.	  	  
	  
Después	   de	   preparar	   las	   diluciones	   se	   realiza	   la	   siembra	   bacteriana	   en	   el	  medio	   de	  
cultivo.	  Se	  preparará	  dos	  placas	  de	  Petri	  para	  cada	  muestra,	  obteniendo	  así	  un	  total	  de	  
12	   placas	   por	   bacteria.	   Al	   realizar	   la	   siembra,	   siempre	   se	   deberá	   empezar	   por	   la	  
solución	  más	  diluida	  y	  acabar	  con	  la	  más	  concentrada.	  Por	  lo	  tanto,	  se	  depositan	  dos	  
gotas	  de	  15µL	  de	  la	  solución	  contenida	  en	  la	  última	  columna	  de	  una	  de	  las	  filas	  en	  una	  
esquina	  de	  la	  placa.	  Se	  llevará	  a	  cabo	  el	  mismo	  proceso	  con	  las	  otras	  diluciones	  de	  la	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misma	  muestra	  disponiéndolas	  de	  manera	  que	  formen	  un	  círculo	  y	  acabando	  con	  una	  
de	   las	   gotas	   de	   la	   primera	   columna,	   la	  más	   concentrada,	   en	   el	   centro	   del	  medio	   de	  
cultivo.	  Este	  proceso	  deberá	   repetirse	  para	  cada	  una	  de	   las	  muestras	   (dos	  veces	  por	  
muestra).	  Para	  finalizar,	  se	  dejan	  secar	  ligeramente	  las	  gotas	  y	  se	  introducen	  las	  placas	  
en	  una	  incubadora	  de	  laboratorio	  de	  mesa	  a	  una	  temperatura	  de	  37°C.	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Figura	  8.-­‐	  Siembra	  bacteriana	  de	  diluciones	  seriadas.	  
	  
Si	   ya	  ha	  pasado	  una	  hora	  desde	  que	   se	  metieron	   las	   soluciones	  con	   las	  muestras	  de	  
silicona	   y	   la	   siguiente	  bacteria	   en	   la	   incubadora	   con	   agitación,	   se	   realizará	   el	  mismo	  
procedimiento	  para	  realizar	  el	  cultivo	  en	   las	  placas	  de	  Petri	  con	  Agar.	  Los	  24	  cultivos	  
bacterianos	   tendrán	   que	   dejarse	   en	   la	   incubadora	   de	   laboratorio	   de	   mesa	   a	   37°C	  
durante	  una	  noche.	  
	  
El	   próximo	   día	   se	   sacarán	   los	   cultivos	   de	   la	   incubadora	   y	   se	   hará	   el	   recuento	   de	  
bacterias.	   Para	   que	   el	   sistema	   de	   recuento	   en	   placa	   tenga	   validez	   estadística,	   es	  
necesario	  contar	  entre	  3	  y	  30	  colonias	  bacterianas	  con	  objeto	  de	  disminuir	  el	  error	  de	  
la	  medida.	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4.	  Resultados	  
	  
4.1.	  Caracterización	  de	  la	  solución	  de	  nanopartículas	  de	  plata	  con	  quitosano	  
	  
La	  síntesis	  de	  dispersiones	  coloidales	  estables	  de	  AgNPs-­‐CS	  sintetizadas	  a	  60°C	  y	  con	  
agitación	  se	  obtuvo	  en	  un	  plazo	  de	  tres	  días.	  El	  aumento	  de	  la	  intensidad	  del	  color	  de	  
la	   solución	   con	   el	   tiempo	  de	   reacción	   ya	   nos	   sugiere	   la	   presencia	   de	   un	   proceso	   de	  
reducción	  que	  lleva	  a	  un	  incremento	  de	  la	  concentración	  de	  nanopartículas	  de	  plata.	  
	  
Figura	  9.-­‐	  Soluciones	  de	  AgNPs-­‐CS	  sintetizadas	  con	  agitación.	  
	  
Por	   otro	   lado,	   la	   elaboración	   de	   estas	   soluciones	  mediante	   ultrasonidos	   y	   la	  misma	  
temperatura	  (60°C)	  se	  logró	  entre	  media	  hora	  y	  tres	  horas.	  Es	  más,	  el	  color	  obtenido	  al	  
cabo	   de	   tres	   horas	   es	  más	   intenso	   que	   el	   alcanzado	   con	   el	  método	   anterior	   lo	   que	  
apunta	  a	  una	  mayor	  concentración	  de	  nanopartículas.	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Figura	  10.-­‐	  Soluciones	  de	  AgNPs-­‐CS	  sintetizadas	  mediante	  ultrasonidos.	  
	  
La	   distribución	   uniforme	  del	   color	   en	   ambas	   dispersiones	   significa	   que	   las	   partículas	  
que	   las	   componen	   están	   distribuidas	   de	   manera	   homogénea	   lo	   que	   amplía	   sus	  
posibilidades	   de	   aplicación	   y	   facilita	   la	   explotación	   de	   sus	   propiedades	   funcionales.	  
Pasadas	   varias	   semanas	   después	   de	   su	   síntesis	   no	   se	   observa	   precipitación	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demostrando	   una	   estabilidad	   necesaria	   para	   llevar	   a	   cabo	   los	   recubrimientos	   de	  
silicona.	  
	  
Además	   de	   los	   resultados	   apreciables	   a	   simple	   vista,	   las	   soluciones	   obtenidas	   con	  
agitación	   y	   a	   través	   de	   la	   sonicación	   de	   nitrato	   de	   plata	   con	   quitosano	   fueron	  
analizadas	  mediante	  la	  espectrofotometría	  UV-­‐visible,	  DLS	  (dispersión	  dinámica	  de	  luz)	  
y	  electroquímica.	  
	  
4.1.1.	  Espectrofotometría	  
	  
La	  espectrofotometría	  se	  realiza	  mediante	  un	  espectrofotómetro,	  el	  cual	  proyecta	  un	  
haz	   de	   luz	  monocromática	   a	   través	   de	  una	  muestra	   y	  mide	   la	   cantidad	  de	   radiación	  
electromagnética	   que	   es	   absorbida	   por	   esta	   misma	   muestra.	   Esto	   nos	   proporciona	  
información	  sobre	  la	  cantidad	  y	  la	  naturaleza	  de	  la	  sustancia	  en	  muestra,	  facilitando	  la	  
identificación	  de	  algunos	  grupos	  funcionales	  de	  moléculas.	  La	  aparición	  de	  bandas	  de	  
absorción	   en	   el	   espectro	   entre	   longitudes	   de	   onda	   de	   400	   a	   450nm	   (alrededor	   de	  
420nm	  para	   la	   plata)	   indica	   la	   presencia	  de	  nanopartículas	  metálicas	   (Morales	   y	   col.	  
2009).	  
	  
El	  diagrama	  obtenido	  con	  esta	   técnica	  muestra	  como	   la	  absorbancia	  aumenta	  con	  el	  
tiempo	   de	   reacción,	   exponiendo	   un	   pico	   alrededor	   de	   los	   420nm,	   tanto	   para	   las	  
muestras	   preparadas	   con	   ultrasonidos	   como	   las	   sintetizadas	   sólo	   con	   agitación.	   La	  
formación	   de	   estas	   bandas	   de	   absorción	   implica	   la	   presencia	   de	   nanopartículas	   de	  
plata	  en	  ambas	  soluciones.	  	  	  
	  
	  
Figura	  11.-­‐	  Espectro	  UV-­‐vis	  de	  las	  soluciones	  de	  AgNPs-­‐CS	  obtenidas	  con	  agitación	  (durante	  0,	  0.5,	  
1,	  2,	  3,	  24,	  48	  y	  72	  horas).	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Figura	  12.-­‐	  Espectro	  UV-­‐vis	  de	   las	  soluciones	  de	  AgNPs-­‐CS	  obtenidas	  con	  ultrasonidos	  (durante	  0,	  
0.5,	  1,	  2	  y	  3	  horas).	  
	  
	  
Figura	  13.-­‐	  Comparación	  de	  los	  espectro	  UV-­‐vis	  de	  las	  soluciones	  de	  AgNPs-­‐CS	  obtenidas	  mediante	  
ultrasonidos	  y	  con	  agitación	  (durante	  0,	  0.5,	  1,	  2	  y	  3	  horas).	  	  
	  
Comparando	   los	   espectros	   registrados	   de	   las	   muestras	   obtenidas	   de	   las	   soluciones	  
preparadas	  con	  y	  sin	  ultrasonidos	  se	  distingue	  una	  clara	  diferencia	  de	  las	  dimensiones	  
de	   los	  picos	  de	  absorción.	  Las	  muestras	  preparadas	  mediante	  ultrasonidos	  presentan	  
un	   mayor	   pico	   que	   las	   preparadas	   sólo	   con	   agitación.	   Este	   máximo	   de	   absorción	  
aumenta	   con	   el	   tiempo	   de	   reacción	   en	   ambos	   casos	   lo	   que	   indica	   la	   formación	   de	  
nuevas	   nanopartículas	   de	   plata,	   pero	   en	   el	   caso	   de	   las	   muestras	   preparadas	   con	  
ultrasonidos	  crece	  de	  manera	  mucho	  más	  rápida.	  Esto	  confirma	  que	   las	  dispersiones	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preparadas	  por	  medio	  de	   la	   reducción	  asistida	  por	  ultrasonidos	  presentan	  un	  mayor	  
número	  de	  AgNPs	   cubiertas	   con	  quitosano	  en	  menos	   tiempo	  que	   los	  preparados	   sin	  
sonicación.	   Consiguientemente	   podemos	   confirmar	   que	   los	   ultrasonidos	   facilitan	   la	  
reducción	  de	  la	  plata	  con	  quitosano	  disminuyendo	  así	  el	  tiempo	  de	  reacción	  necesario.	  
	  
4.1.2.	  Dispersión	  dinámica	  de	  luz	  
	  
La	   dispersión	   dinámica	   de	   luz	   (DLS,	   por	   sus	   siglas	   en	   inglés	   de	   "Dynamic	   light	  
Scattering"),	   es	   una	   técnica	   empleada	   tanto	   para	   determinar	   el	   diámetro	  
hidrodinámico	   de	   un	   material	   en	   suspensión	   como	   la	   distribución	   de	   tamaños	   de	  
partículas	   o	   macromoléculas	   en	   solución	   tales	   como	   proteínas	   o	   polímeros.	   Las	  
partículas	   en	   solución	   se	   desplazan	   de	   manera	   aleatoria	   como	   consecuencia	   de	   los	  
choques	  con	  el	  medio	  en	  el	  que	  están	   inmersas,	  dando	   lugar	  al	   llamado	  movimiento	  
browniano.	  Mediante	  el	  equipo	  de	  DLS	  se	  hace	  incidir	  un	  haz	  de	  luz	  con	  una	  longitud	  
de	   onda	   determinada,	   el	   cual	   interacciona	   con	   estas	   partículas	   y	   es	   dispersado	   en	  
todas	  las	  direcciones,	  variando	  también	  su	  intensidad	  con	  el	  tiempo.	  Estas	  variaciones	  
en	  la	  intensidad	  de	  la	  luz	  son	  transformadas	  a	  pulsos	  eléctricos	  y	  éstos	  a	  los	  valores	  de	  
diámetro	   hidrodinámico.	   El	   aumento	   de	   diámetro	   de	   las	   partículas	   puede	   ser	  
considerado	   una	   demostración	   indirecta	   del	   recubrimiento	   de	   las	   nanopartículas	   de	  
plata	  con	  las	  macromoléculas	  de	  quitosano.	  
	  
Los	   resultados	   obtenidos	   por	   medio	   de	   esta	   técnica	   no	   son	   relevantes	   para	   las	  
muestras	  preparadas	  sólo	  con	  agitación.	  No	  se	  percibe	  una	  relación	  entre	  el	  tamaño	  de	  
las	  partículas	  y	  el	  tiempo	  de	  reacción.	  Se	  debe	  tener	  en	  cuenta	  que	  con	  esta	  técnica	  el	  
error	   medición	   del	   diámetro	   hidrodinámico	   es	   mayor	   ya	   que	   la	   concentración	   de	  
nanopartículas	  de	  plata	  sintetizadas	  es	  baja,	  sobre	  todo	  en	  las	  muestras	  obtenidas	  en	  
un	   menor	   tiempo	   de	   reacción,	   y	   la	   diferencia	   en	   el	   número	   de	   nanopartículas	  
presentes	  entre	  las	  muestras	  obtenidas	  en	  diferentes	  tiempos	  no	  es	  tan	  destacable.	  
	  
	  
Figura	   14.-­‐	   Distribución	   del	   tamaño	   de	   las	   partículas	   halladas	   en	   las	   soluciones	   de	   AgNPs-­‐Cs	  
preparadas	  con	  agitación	  (durante	  0.5,	  1,	  2,	  3,	  24,	  48	  y	  72	  horas).	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Por	   el	   contrario,	   en	   los	   diagramas	   de	   las	   muestras	   preparadas	   con	   ultrasonidos	   se	  
aprecia	  como	   la	  media	  del	   tamaño	  de	  partículas	  aumenta	   ligeramente	  con	  el	   tiempo	  
de	   reacción.	   Esta	   dependencia	   sugiere	   que	   las	   ondas	   ultrasónicas	   también	   pueden	  
contribuir	  a	  la	  deposición	  del	  biopolímero	  en	  híbridos	  de	  nanopartículas	  de	  plata	  con	  
quitosano	  ya	  formados,	  proporcionando	  así	  una	  cobertura	  adicional	  a	  estas	  partículas	  
y	  aumentando	  por	  lo	  tanto,	  su	  diámetro	  hidrodinámico.	  
	  
	  
Figura	   15.-­‐	   Distribución	   del	   tamaño	   de	   las	   partículas	   halladas	   en	   las	   soluciones	   de	   AgNPs-­‐Cs	  
preparadas	  con	  ultrasonidos	  (durante	  0.5,	  1,	  2	  y	  3	  horas).	  
	  
	  
Figura	  16.-­‐	  Comparación	  de	  la	  distribución	  del	  tamaño	  de	  las	  partículas	  halladas	  en	  las	  soluciones	  
de	  AgNPs-­‐Cs	  preparadas	  mediante	  ultrasonidos	  y	  con	  agitación	  (durante	  0.5,	  1,	  2	  y	  3	  horas).	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4.1.3.	  Electroquímica	  
	  
La	  electroquímica	  se	  encarga	  del	  estudio	  de	  las	  reacciones	  químicas	  que	  se	  dan	  en	  la	  
interfaz	   de	   un	   conductor	   eléctrico	   (electrodo)	   y	   un	   conductor	   iónico	   (electrolito),	   es	  
decir,	   estudia	   la	   transformación	   entre	   la	   energía	   eléctrica	   y	   la	   energía	   química.	   En	  
general,	   una	   reacción	   electroquímica	   se	   puede	   definir	   como	   una	   reacción	   de	  
reducción-­‐oxidación	   en	   la	   que	   el	   intercambio	   de	   electrones	   tiene	   lugar	   en	   un	  
electrodo.	  
	  
Cuando	  una	   reacción	  química	  es	  provocada	  por	  una	  diferencia	  de	  potencial	   aplicada	  
externamente,	   se	   hace	   referencia	   a	   una	   electrólisis.	   En	   este	   caso,	   para	   la	  
caracterización	   de	   la	   solución	   de	   nanopartículas	   de	   plata	   se	   ha	   llevado	   a	   cabo	   una	  
electrólisis	   a	  potencial	   controlado	  en	  una	   célula	   con	   tres	  electrodos:	   el	   electrodo	  de	  
trabajo,	   el	   electrodo	   de	   referencia	   y	   el	   contralectrodo	   o	   electrodo	   auxiliar.	   En	   el	  
electrodo	   de	   trabajo	   tendrá	   lugar	   la	   reacción	   analítica,	   es	   donde	   se	   produce	   el	  
intercambio	   de	   electrones.	   El	   electrodo	   de	   referencia	   tiene	   siempre	   un	   potencial	  
estable	  y	  conocido	  ya	  que	  se	  utiliza	  para	  medir	  el	  potencial	  del	  electrodo	  de	  trabajo.	  
Para	  finalizar,	  el	  contraelectrodo	  constituye	  el	  puente	  por	  donde	  fluye	  la	  corriente,	  se	  
encarga	  de	  establecer	  la	  conexión	  con	  el	  electrolito	  para	  que	  una	  corriente	  pueda	  ser	  
aplicada	  al	  electrodo	  de	  trabajo.	  En	  la	  electrólisis	  a	  potencial	  controlado,	  la	  diferencia	  
de	  voltaje	  entre	  el	  electrodo	  de	  trabajo	  y	  el	  electrodo	  de	  referencia	  en	  una	  célula	  de	  
tres	   electrodos	   se	   regula	  mediante	   un	   dispositivo	   electrónico	   llamado	   potenciostato	  
(Baeza	  Reyes	  y	  García	  Mendoza	  2011).	  
	  
El	  potencial	  puede	  definirse	  como	  la	  fuerza	  de	  empuje	  de	  una	  reacción	  electroquímica,	  
representando	  de	  ese	  modo,	  el	  factor	  termodinámico.	  La	  intensidad	  es	  una	  medida	  de	  
la	   cantidad	   de	   materia	   transformada	   por	   unidad	   del	   tiempo,	   representando	   así,	   el	  
factor	  cinético.	  Generalmente,	  en	   los	  voltamperogramas,	   se	   representa	   la	   intensidad	  
frente	  al	  potencial,	  es	  decir,	  la	  velocidad	  de	  una	  reacción	  (intensidad)	  como	  función	  de	  
la	  fuerza	  de	  empuje	  (potencial).	  
	  
Las	  AgNPs	  con	  quitosano	  se	  han	  situado	  en	  la	  punta	  del	  electrodo	  mediante	  el	  método	  
“drop-­‐casting”	  (depósito	  por	  goteo),	  en	  el	  cual	  se	  deposita	  una	  pequeña	  gota	  con	  un	  
volumen	  determinado	  de	  la	  dispersión	  en	  cuestión	  encima	  de	  una	  superficie	  y	  se	  deja	  
evaporar	  todo	  el	  disolvente,	  quedando	  así,	  un	  depósito	  de	  soluto	  no	  uniforme	  encima	  
de	  la	  superficie.	  	  
	  
Los	  voltamperogramas	  cíclicos	  obtenidos	  para	  las	  dispersiones	  coloidales	  de	  AgNPs-­‐CS	  
preparadas	   con	   ultrasonidos	   durante	   3h	   y	   con	   agitación	   durante	   72h	   reafirman	   las	  
conclusiones	  extraídas	  de	  los	  resultados	  anteriores	  ya	  que	  nos	  confirman	  la	  presencia	  
de	   nanopartículas	   de	   plata.	   El	   potencial	   inicial	   ha	   sido	   establecido	   alrededor	   de	   los	  
0.2V,	  donde	  empieza	  la	  oxidación.	  Esta	  primera	  oxidación	  nos	  muestra	  la	  cantidad	  de	  
plata	   que	   teníamos	   reducida,	   es	   decir,	   en	   forma	   de	   nanopartículas.	   Por	   lo	   tanto,	  
también	  nos	  confirma	  que	  disponemos	  de	  una	  cantidad	  superior	  de	  nanopartículas	  en	  
las	  muestras	  logradas	  con	  ultrasonidos	  que	  en	  aquellas	  obtenidas	  sólo	  con	  agitación	  ya	  
que	  el	  pico	  de	  oxidación	  obtenido	  para	  estas	  es	  mucho	  mayor.	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Figura	  17.-­‐	  Voltamperogramas	  cíclicos	  de	  las	  dispersiones	  coloidales	  de	  AgNPs-­‐CS	  preparadas	  con	  
ultrasonidos	  durante	  3h	  y	  con	  agitación	  durante	  72h.	  
	  
La	  cantidad	  de	  nanopartículas	  de	  plata	  presentes	  en	  los	  5µL	  empleados	  para	  realizar	  la	  
voltamperometría	  cíclica	  puede	  ser	  calculada	  haciendo	  una	  aproximación	  a	  partir	  de	  la	  
carga	  eléctrica	  de	  la	  curva	  de	  oxidación	  extraída	  de	  los	  voltamperogramas	  obtenidos.	  
Así	  pues,	  con	  la	  opción	  de	  integrar	  entre	  los	  marcadores	  es	  posible	  calcular	  el	  área	  de	  
la	   curva	   de	   oxidación	   en	   forma	   de	   carga	   (C).	   La	   carga	   eléctrica	   obtenida	   de	   las	  
muestras	   preparadas	   con	   72h	   de	   agitación	   es	   de	   3.575·∙10-­‐5C,	   mientras	   que	   la	   de	  
aquellas	  preparadas	  con	  ultrasonidos	  durante	  3h	  es	  de	  7.520·∙10-­‐5C.	  Por	  consiguiente,	  
sabiendo	   esto,	   la	   cantidad	   de	   carga	   eléctrica	   que	   hay	   en	   un	   mol	   de	   electrones	  
(constante	   de	   Faraday:	   96500C/mol),	   los	   electrones	   liberados	   en	   la	   oxidación	   de	   un	  
mol	  de	  plata	   (Ag0	  ¦	  Ag+	  +	  1e-­‐)	   y	   la	  masa	  atómica	  de	   la	  plata	   (107.8682g),	   se	  puede	  
calcular	  la	  cantidad	  de	  plata	  que	  se	  ha	  oxidado:	  
	  
72h	  con	  agitación:	  	  	  3.575·∙10-­‐5C	  	  ·∙	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  ·∙	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  ·∙	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  =	  3.996·∙10-­‐8g	  
	  
3h	  mediante	  US:	  	  	  	  	  	  7.520·∙10-­‐5C	  	  ·∙	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  ·∙	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  ·∙	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  =	  8.405·∙10-­‐8g	  
	  
Para	   conocer	   la	   cantidad	   de	   iones	   de	   plata	   existente	   en	   5µL	   de	   solución,	   debe	  
realizarse	   una	   aproximación	   suponiendo	   que	   tenemos	   2µL	   de	   AgNO3	   en	   estos	   5µL	  
empleados	  para	  realizar	   la	  voltamperometría	  cíclica.	  Para	  ello,	  se	  parte	  del	  hecho	  de	  
que	   para	   preparar	   50ml	   de	   la	   solución	   de	   nanopartículas	   de	   plata	   cubiertas	   con	  
quitosano	   se	   utilizaron	   20ml	   de	   AgNO3	   y	   30ml	   de	   solución	   de	   quitosano.	  
Consiguientemente,	  conociendo	  la	  concentración	  de	  la	  solución	  de	  AgNO3	  (2mg/ml)	  es	  
posible	   obtener	   una	   masa	   aproximada	   de	   los	   iones	   de	   plata	   presentes	   en	   ambas	  
soluciones	  (3h	  US	  y	  72h	  ST):	  	  	  
	  
5µL	  de	  AgNPs-­‐CS	  	  ·∙	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  ·∙	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  ·∙	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  ·∙	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  =	  4·∙10-­‐6g	  	  
	  
-­‐1,00E-­‐05	  
-­‐5,00E-­‐06	  
0,00E+00	  
5,00E-­‐06	  
1,00E-­‐05	  
1,50E-­‐05	  
2,00E-­‐05	  
2,50E-­‐05	  
3,00E-­‐05	  
3,50E-­‐05	  
-­‐0,2	   0	   0,2	   0,4	   0,6	   0,8	  
i/
A	  
E/V	  
72h	  
Agitación	  
3h	  
Ultrasonidos	  
Resultados	  
	  	  
-­‐	  40	  -­‐	  
Finalmente,	  podemos	  concluir	  que	  de	  los	  4·∙10-­‐6g	  de	  iones	  de	  plata	  iniciales	  presentes	  
en	  ambas	  soluciones,	  al	  realizar	  la	  voltamperometría	  cíclica	  se	  han	  oxidado	  3.996·∙10-­‐8g	  
de	   la	   dispersión	   preparada	   con	   agitación	   y	   8.405·∙10-­‐8g	   de	   la	   preparada	   con	  
ultrasonidos.	   Esta	   cantidad	   de	   plata	   que	   se	   ha	   oxidado	   al	   llevar	   a	   cabo	   la	  
voltamperometría	  es	  la	  cantidad	  de	  plata	  que	  estaba	  reducida	  en	  la	  solución,	  es	  decir,	  
en	  forma	  de	  nanopartículas.	  
	  
	   Iones	  de	  plata	  iniciales	   Carga	  eléctrica	  
Iones	  de	  plata	  
oxidados	  
72h	  Agitación	   4·∙10-­‐6g	   3.575·∙10-­‐5C	   3.996·∙10-­‐8g	  
3h	  US	   4·∙10-­‐6g	   7.520·∙10-­‐5C	   8.405·∙10-­‐8g	  
	  
4.2.	  Recubrimiento	  de	  la	  silicona	  con	  nanopartículas	  de	  plata	  
	  
Observando	   los	   resultados	   anteriores,	   las	   tiras	   de	   silicona	   fueron	   tratadas	   con	   la	  
solución	  de	  nanopartículas	  de	  plata	  y	  quitosano	  obtenidas	  por	  medio	  de	  ultrasonidos	  
durante	  tres	  horas,	  debido	  a	  su	  mayor	  concentración	  de	  nanopartículas	  de	  plata.	  
	  
Todas	   las	   muestras	   obtenidas	   después	   de	   los	   tres	   tratamientos	   (mediante	  
ultrasonidos,	   enzimáticamente	   y	   químicamente)	   fueron	   analizadas	   mediante	   dos	  
técnicas	   para	   comprobar	   la	   presencia	   de	   este	   recubrimiento:	   la	   espectroscopia	  
infrarroja	  por	  transformada	  de	  Fourier,	  para	  examinar	  la	  presencia	  de	  quitosano,	  y	   la	  
microscopía	  electrónica	  de	  barrido,	  para	  observar	   la	   superficie	  de	   las	  muestras	  y	  así,	  
corroborar	  su	  recubrimiento.	  	  	  	  	  
	  
4.2.1.	  Espectroscopia	  infrarroja	  por	  transformada	  de	  Fourier	  
	  
La	   espectroscopia	   infrarroja	   por	   transformada	   de	   Fourier	   (FTIR,	   por	   sus	   iniciales	   en	  
inglés	   de	   “Fourier	   transform	   infrared”)	   es	   una	   técnica	   empleada	   para	   identificar	  
materiales	  desconocidos,	  determinar	   la	  calidad	  o	   la	  consistencia	  de	  una	  muestra	  y	   la	  
cantidad	  de	  sus	  componentes.	  El	  principio	  de	   funcionamiento	  de	   los	  espectrómetros	  
de	   transformada	   de	   Fourier	   se	   basa	   en	   la	   medición	   de	   la	   cantidad	   de	   radiación	  
infrarroja	   que	   es	   absorbida	   y	   transmitida	   por	   una	  muestra	   determinada.	   El	   espectro	  
resultante	  representa	  la	  absorción	  y	  transmisión	  molecular,	  con	  picos	  (en	  el	  mapa	  de	  
absorbancia)	   o	   valles	   (en	   el	   mapa	   de	   transmitancia)	   que	   corresponden	   a	   las	  
frecuencias	  de	  las	  vibraciones	  entre	  los	  átomos	  que	  componen	  el	  material.	  El	  tamaño	  
de	  estos	  picos	  o	  valles	  es,	  además,	  una	   indicación	  directa	  de	   la	  cantidad	  de	  material	  
presente	  (Thermo	  Nicolet	  Corporation	  2001).	  
	  
En	  este	  caso,	  este	  sistema	  se	  utilizó	  para	  analizar	  la	  superficie	  de	  la	  silicona	  tratada	  y	  
así,	   comprobar	   si	   su	   funcionalización	   con	   quitosano	   (presente	   junto	   con	   las	  
nanopartículas	   de	   plata,	   aunque	   estas	   no	   aparecen	   en	   un	   espectro	   FTIR)	   había	   sido	  
realizada	  con	  éxito.	  Comparando	  los	  resultados	  de	  la	  silicona	  no	  tratada	  con	  el	  resto	  de	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las	   siliconas	   tratadas,	   pueden	   percibirse	   cambios	   en	   los	   espectros	   de	   absorción,	  
especialmente	  en	  aquellas	  tratadas	  enzimáticamente	  y	  químicamente.	  
	  
Las	   amplias	   bandas	   de	   absorción	   alrededor	   de	   1600cm-­‐1	   y	   por	   encima	   de	   3000cm-­‐1	  
indican	  la	  presencia	  del	  grupo	  amino	  (-­‐NH2)	  característico	  del	  quitosano.	  La	  banda	  del	  
espectro	   registrada	   con	   un	   máximo	   en	   torno	   3420cm-­‐1	   sólo	   se	   hace	   notorio	   en	   las	  
muestras	   correspondientes	   a	   la	   silicona	   tratada	   enzimáticamente	   y	   químicamente.	  
Este	   pico,	   que	   corresponde	   a	   la	   vibración	   de	   los	   grupos	   -­‐OH	   i	   -­‐NH2,	   apunta	   a	   una	  
interacción	  entre	  estos	  grupos	  funcionales	  y	  las	  nanopartículas	  de	  plata,	  lo	  que	  sugiere	  
que	   la	   funcionalización	   de	   la	   silicona	   con	   el	   híbrido	   AgNPs-­‐CS	   se	   ha	   realizado	  
correctamente.	  
	  
Por	   lo	  tanto,	   los	  resultados	  obtenidos	  mediante	  este	  método	  confirman	  la	  formación	  
del	  complejo	  Ag-­‐CS	  durante	  la	  irradiación	  de	  ultrasonidos	  de	  la	  solución	  con	  nitrato	  de	  
plata	  y	  quitosano	  y	  muestran	  su	  deposición	  sobre	  la	  silicona,	  produciendo	  así,	  cambios	  
en	  su	  superficie	  (Perelshtein	  y	  col.	  2013,	  Chen	  y	  col.	  2011).	  
	  
Figura	  18.-­‐	  Espectro	  FTIR	  de	  silicona	  no	  tratada	  y	  de	  las	  muestras	  de	  silicona	  tratadas	  con	  AgNPs-­‐CS	  
fijadas	  con	  ultrasonidos,	  enzimáticamente	  y	  químicamente.	  	  	  
	  
4.2.2.	  Microscopía	  electrónica	  de	  barrido	  
	  
La	  microscopía	  electrónica	  de	  barrido	   (SEM,	  de	   “Scanning	  Electron	  Microscope”)	   fue	  
utilizada	   como	   técnica	   complementaria	  para	   corroborar	  el	   recubrimiento	  de	   las	   tiras	  
de	  silicona	  con	  las	  nanopartículas	  de	  plata	  cubiertas	  con	  quitosano.	  	  	  
	  
Para	  empezar,	  se	  tomaron	  imágenes	  de	  tiras	  de	  silicona	  sin	  tratar	  (Figuras	  19	  y	  20).	  En	  
estas,	  se	  observa	  una	  superficie	  lisa	  pero	  cubierta	  con	  depósitos,	  pequeñas	  partículas	  
de	   impurezas	   que	   probablemente	   se	   adhirieron	   después	   del	   proceso	   de	   lavado.	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Prácticamente	  el	  mismo	  resultado	  se	  obtuvo	  de	  aquellas	  muestras	  tratadas	  por	  medio	  
de	   ultrasonidos	   (Figuras	   21	   y	   22);	   después	   del	   lavado,	   escasos	   indicios	   de	  
nanopartículas	  de	  plata	  y	  quitosano	  pudieron	  ser	  observados.	  	  
	  
Por	  otro	   lado,	   la	   silicona	   tratada	  enzimáticamente	   (Figuras	  23	  y	  24)	  no	  presenta	  una	  
superficie	   lisa	   como	   las	  muestras	   anteriores.	   Se	   aprecia	   un	   revestimiento	   superficial	  
donde	   pueden	   observarse	   partículas	   y	   estructuras	   macromoleculares	   incrustadas	  
enzimáticamente,	  las	  cuales	  permanecen	  incluso	  después	  del	  lavado,	  que	  confirman	  la	  
eficacia	  del	  recubrimiento	  con	  la	  solución	  de	  nanopartículas	  de	  plata	  y	  quitosano.	  	  
	  
Aún	  una	  mayor	  cantidad	  de	  nanopartículas	  pudo	  apreciar-­‐se	  en	  las	  imágenes	  logradas	  
a	  partir	  de	  las	  tiras	  tratadas	  químicamente	  (Figuras	  25	  y	  26).	  En	  ellas,	  se	  distingue	  una	  
superficie	  lisa	  pero	  cubierta	  con	  una	  gran	  cantidad	  de	  nanopartículas	  en	  la	  superficie,	  
tanto	  partículas	  individuales	  submicrónicas	  como	  aglomerados	  más	  grandes.	  	  
	  
Figura	   19.-­‐	   Imagen	   SEM	   de	   la	   superficie	   de	   la	  
silicona	  sin	  tratar	  (x5000).	  
Figura	   20.-­‐	   Imagen	   SEM	   de	   la	   superficie	   de	   la	  
silicona	  sin	  tratar	  (x10000).	  
	  
Figura	   21.-­‐	   Imagen	   SEM	   de	   la	   superficie	   de	   la	  
silicona	   tratada	   con	   AgNPs-­‐CS	   mediante	   US	  
(x5000).	  	  
Figura	   22.-­‐	   Imagen	   SEM	   de	   la	   superficie	   de	   la	  
silicona	   tratada	   con	   AgNPs-­‐CS	   mediante	   US	  
(x10000).
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Figura	   23.-­‐	   Imagen	   SEM	   de	   la	   superficie	   de	   la	  
silicona	  tratada	  con	  AgNPs-­‐CS	  enzimáticamente	  
(x5000).	  	  
	  
Figura	   24.-­‐	   Imagen	   SEM	   de	   la	   superficie	   de	   la	  
silicona	  tratada	  con	  AgNPs-­‐CS	  enzimáticamente	  
(x10000).
Figura	   25.-­‐	   Imagen	   SEM	   de	   la	   superficie	   de	   la	  
silicona	   tratada	   con	   AgNPs-­‐CS	   químicamente	  
(x5000).	  	  
Figura	   26.-­‐	   Imagen	   SEM	   de	   la	   superficie	   de	   la	  
silicona	   tratada	   con	   AgNPs-­‐CS	   químicamente	  
(x10000).	  
	  
Por	   lo	   tanto,	   los	   resultados	   obtenidos	   mediante	   microscopía	   electrónica	   de	   barrido	  
confirman	   la	  existencia	  de	  un	  recubrimiento	  con	   la	  solución	  de	  AgNPs-­‐CS	  sobre	  todo	  
para	   las	  muestras	  tratadas	  enzimáticamente	  y	  químicamente.	  Las	  nanopartículas	  que	  
se	   aprecian	   aparecen	   bien	   dispersas	   en	   la	   superficie	   de	   la	   silicona	   y	   presentan	   un	  
forma	  esferoidal	  uniforme	  con	  un	  tamaño	  medio	  que	  parece	  superior	  a	  los	  100nm,	  lo	  
que	   ratifica	   además,	   los	   resultados	   extraídos	   con	   DLS	   y	   consecuentemente,	   las	  
interacciones	  entre	  las	  nanopartículas	  de	  plata	  y	  el	  biopolímero.	  	  
	  
4.3.	  Análisis	  de	  la	  actividad	  antimicrobiana	  
	  
Los	  resultados	  obtenidos	  después	  de	  una	  noche	  de	  incubación	  coinciden	  con	  los	  de	  las	  
imágenes	  tomadas	  por	  medio	  de	  la	  microscopía	  electrónica	  de	  barrido	  (SEM),	  ya	  que	  
especialmente,	  muestran	  una	  clara	  eficacia	  antibacteriana	  para	   las	  muestras	  tratadas	  
químicamente	  (ver	  anexo	  8.4).	  	  
	  
Los	  gráficos	  fueron	  elaborados	  calculando	  el	  número	  de	  colonias	  bacterianas	  (CFU,	  de	  
las	  siglas	  “colony-­‐forming	  unit”)	  que	  se	  en	  encuentran	  en	  un	  mililitro	  multiplicado	  por	  	  
las	  veces	  que	  fue	  diluida	  aquella	  gota	  (ver	  anexo	  8.3).	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Figura	  27.-­‐	  Colonias	  de	  Staphylococcus	  aureus	  (CFU)	  por	  mililitro	  de	  disolución.	  	  	  
Control:	  Control	  después	  de	  1h	  de	  incubación.	  	  
Silicona	  tratada	  con	  AgNPs-­‐CS	  (3h	  US):	  AgNPs-­‐CS	  US=	  Silicona	  tratada	  con	  AgNPs-­‐CS	  mediante	  US,	  
AgNPs-­‐CS	  enz.=	  Silicona	  tratada	  con	  AgNPs-­‐CS	  enzimáticamente,	  AgNPs-­‐CS	  quím.=	  Silicona	  tratada	  
con	  AgNPs-­‐CS	  químicamente.	  
	  
	  
Figura	  28.-­‐	  Colonias	  de	  Escherichia	  coli	  (CFU)	  por	  mililitro	  de	  disolución.	  
Control:	  Control	  después	  de	  1h	  de	  incubación,	  	  
Silicona	  tratada	  con	  AgNPs-­‐CS	  (3h	  US):	  AgNPs-­‐CS	  US=	  Silicona	  tratada	  con	  AgNPs-­‐CS	  mediante	  US,	  
AgNPs-­‐CS	  enz.=	  Silicona	  tratada	  con	  AgNPs-­‐CS	  enzimáticamente,	  AgNPs-­‐CS	  quím.=	  Silicona	  tratada	  
con	  AgNPs-­‐CS	  químicamente.	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Para	  una	  mejor	  apreciación	  sobre	  la	  efectividad	  del	  tratamiento	  realizado,	  se	  calculó	  el	  
tanto	   por	   ciento	   de	   reducción	   bacteriana	   para	   cada	   una	   de	   las	   muestras	   tratadas	  
respecto	  la	  silicona	  no	  tratada.	  (ver	  anexo	  8.3).	  	  
	  
Figura	   29.-­‐	  Análisis	  de	   la	   reducción	  de	  Staphylococcus	  aureus	   inducida	  por	   las	  muestras	   tratadas	  
con	  AgNPs-­‐CS	  respecto	  el	  control	  con	  silicona	  no	  tratada.	  
Silicona	  tratada	  con	  AgNPs-­‐CS	  (3h	  US):	  AgNPs-­‐CS	  US=	  Silicona	  tratada	  con	  AgNPs-­‐CS	  mediante	  US,	  
AgNPs-­‐CS	  enz.=	  Silicona	  tratada	  con	  AgNPs-­‐CS	  enzimáticamente,	  AgNPs-­‐CS	  quím.=	  Silicona	  tratada	  
con	  AgNPs-­‐CS	  químicamente.	  
	  	  
	  
Figura	   30.-­‐	   Análisis	   de	   la	   reducción	   de	   Escherichia	   coli	   inducida	   por	   las	   muestras	   tratadas	   con	  
AgNPs-­‐CS	  respecto	  el	  control	  con	  silicona	  no	  tratada.	  
Silicona	  tratada	  con	  AgNPs-­‐CS	  (3h	  US):	  AgNPs-­‐CS	  US=	  Silicona	  tratada	  con	  AgNPs-­‐CS	  mediante	  US,	  
AgNPs-­‐CS	  enz.=	  Silicona	  tratada	  con	  AgNPs-­‐CS	  enzimáticamente,	  AgNPs-­‐CS	  quím.=	  Silicona	  tratada	  
con	  AgNPs-­‐CS	  químicamente.	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Analizando	  todos	  estos	  resultados,	  se	  puede	  deducir	  que	  la	  efectividad	  antimicrobiana	  
de	  las	  muestras	  tratadas	  con	  AgNPs-­‐CS	  varía	  dependiendo	  del	  método	  empleado	  para	  
recubrir	  las	  láminas	  de	  silicona	  con	  esta	  disolución.	  	  
	  
Las	  muestras	  tratadas	  mediante	  ultrasonidos	  y	  enzimas	  (AgNPs-­‐CS	  US	  y	  AgNPs-­‐CS	  enz.	  
respectivamente)	  no	  presentan	  una	  gran	  eficacia	  frente	  a	  las	  bacterias	  seleccionadas.	  
En	  el	  caso	  de	  la	  deposición	  con	  ultrasonidos,	  esto	  puede	  deberse	  a	  la	  escasa	  fijación	  de	  
la	  plata	  sobre	  la	  silicona	  ya	  que	  con	  SEM	  tampoco	  se	  observa	  una	  elevada	  cantidad	  de	  
nanopartículas	  de	  plata.	  Así	  pues,	   la	  escasa	   fijación	  de	   las	  nanopartículas	  combinado	  
con	   el	   reducido	   grosor	   del	   recubrimiento	   podría	   provocar	   que	   el	   número	   de	  
nanopartículas	  de	  plata	  sea	  insuficiente	  para	  poder	  hacer	  frente	  a	  estas	  bacterias.	  Por	  
otra	   parte,	   la	   ausencia	   de	   un	   efecto	   mayor	   en	   el	   caso	   de	   la	   deposición	   enzimática	  
significa	  que	  no	  solo	  el	  número	  de	  partículas	  depositadas	  es	  importante,	  sino	  también	  
su	   estado	   en	   los	   recubrimientos.	   Dado	   que	   la	   deposición	   enzimática	   involucra	   más	  
agentes,	   la	   complejidad	   de	   esta	   mezcla	   podría	   dar	   lugar	   a	   la	   formación	   de	   capas	  
biopoliméricas	  más	  gruesas	  donde	  las	  AgNPs	  podrían	  estar	  totalmente	  recubiertas,	  lo	  
cual	   impediría	   la	   interacción	   bacteria-­‐AgNPs,	   disminuyendo	   así	   la	   actividad	  
antibacteriana.	  	  
	  
La	   silicona	   tratada	   químicamente,	   en	   cambio,	   contiene	   una	  mayor	   concentración	   de	  
nanopartículas	  en	  la	  superficie	  de	  su	  recubrimiento	  y	  por	  lo	  tanto,	  presenta	  excelentes	  
propiedades	   antibacterianas	   para	   las	   bacterias	   Staphylococcus	   aureus	   y	   Escherichia	  
coli.	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5.	  Discusión	  
	  
Dada	  la	  tendencia	  de	  las	  bacterias	  a	  adherirse	  en	  la	  superficie	  de	  las	  lentes	  de	  contacto	  
causando	  numerosas	  infecciones	  y	  afectos	  adversos,	  en	  este	  trabajo,	  se	  ha	  estudiado	  
la	   posibilidad	   de	   utilizar	   nanopartículas	   de	   plata	   como	   recubrimientos	   superficiales	  
para	  lentes	  de	  contacto	  confiriéndoles	  así,	  propiedades	  antibacterianas	  y	  por	  lo	  tanto	  
disminuyendo	  el	  riesgo	  de	  infecciones.	  
	  
La	  obtención	  de	  soluciones	  estables	  de	  nanopartículas	  de	  plata	  es	  posible	  gracias	  a	  la	  
incorporación	  de	  quitosano.	  Con	  la	  incorporación	  de	  este	  biopolímero	  las	  dispersiones	  
coloidales	  de	  nanopartículas	  de	  plata	  son	  estables	  durante	  meses	  si	  se	  producen	  en	  las	  
concentraciones	   óptimas.	   Para	   ello,	   primero	   ha	   sido	   necesaria	   la	   producción	   de	  
quitosano	   puro	   obtenido	   mediante	   la	   purificación	   del	   quitosano	   comercial.	   A	  
continuación,	  se	  han	  ajustado	  las	  concentraciones	  de	  quitosano	  y	  AgNO3	  con	  el	  fin	  de	  
conseguir	  dispersiones	  coloidales	  uniformes,	  liquidas	  y	  estables.	  
	  
Los	  ultrasonidos,	  empleados	  para	  acelerar	  la	  reducción	  de	  la	  plata	  con	  quitosano,	  han	  
demostrado	   su	   eficacia	   al	   obtener	   soluciones	   de	   AgNPs-­‐CS	   en	   un	   plazo	  
considerablemente	   más	   reducido	   que	   aquellas	   preparadas	   sin	   ultrasonidos.	   Por	   lo	  
tanto,	  por	  medio	  de	  esta	   técnica	  se	  obtienen	  dispersiones	  con	  un	  mayor	  número	  de	  
nanopartículas	  de	  plata	   cubiertas	   con	  quitosano	  debido	  a	  que	   las	  ondas	  ultrasónicas	  
facilitan	   la	   reducción	  de	   la	  plata	  disminuyendo	  así	  el	   tiempo	  de	   reacción	  necesario	  y	  
podrían	   contribuir	   también	   a	   la	   deposición	   del	   biopolímero	   en	   híbridos	   de	  
nanopartículas	  de	  plata	  con	  quitosano	  ya	  formados.	  Además,	  el	  método	  de	  síntesis	  de	  
las	   dispersiones	   plata	   y	   quitosano	   se	   trata	   de	   un	   proceso	   respetuoso	   con	   el	   medio	  
ambiente.	   El	   quitosano	   es	   una	   alternativa	   muy	   sostenible	   ya	   que	   además	   de	   ser	  
biodegradable,	   actúa	   como	   reactivo	   combinado	   de	   reducción	   y	   nivelación,	   evitando	  
así,	   el	   uso	   de	   agentes	   químicos	   que	   realizarían	   esta	   misma	   función.	   La	   reducción	  
asistida	   por	   ultrasonidos	   también	   sustituye	   el	   uso	   de	   agentes	   químicos	   que	   serían	  
necesarios	  para	  mejorar	  la	  eficiencia	  en	  la	  preparación	  de	  estas	  soluciones.	  
	  
Los	  resultados	  obtenidos	  con	  la	  espectroscopia	  infrarroja	  por	  transformada	  de	  Fourier	  
i	  microscopía	  electrónica	  de	  barrido	  confirmaron	  la	  presencia	  de	  un	  recubrimiento	  de	  
nanopartículas	  de	  plata	  con	  quitosano	  sobre	   las	   láminas	  de	  silicona.	  Según	  muestran	  
ambas	  pruebas,	   las	   láminas	   tratadas	  químicamente	  y	  enzimáticamente	  presentan	  un	  
mayor	  número	  de	  nanopartículas	  de	  plata	  adheridas	  en	  la	  superficie,	  siendo	  en	  cambio	  
el	  ultrasonido	  el	  método	  menos	  efectivo	  para	  la	  fijación	  de	  estas.	  Los	  recubrimientos	  
conseguidos	  permanecen	  después	  del	  lavado,	  lo	  que	  indica	  que	  los	  híbridos	  AgNPs-­‐CS	  
quedan	  adheridos	  superficialmente	  a	  la	  silicona	  de	  manera	  permanente.	  
	  
Las	   nanopartículas	   de	   plata	   exhiben	   propiedades	   bactericidas	   contra	   un	   amplio	  
espectro	  de	  cepas	  bacterianas	  además	  de	  una	  baja	  toxicidad	  en	  los	  tejidos	  humanos	  en	  
dosis	   terapéuticas.	   El	   efecto	   bactericida	   que	   proporcionan	   las	   AgNPs	   está	  
estrechamente	  relacionado	  con	  la	  cantidad	  de	  partículas	  fijadas	  a	  la	  lente	  de	  contacto.	  
Aunque,	   aumentar	   las	   concentraciones	   de	   plata	   podría	   ser	   deseable	   para	   conseguir	  
mejores	   propiedades	   antimicrobianas	   también	   se	   verían	   afectadas	   características	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vitales	   de	   las	   lentes	   de	   contacto,	   como	   son	   su	   forma,	   transparencia,	   flexibilidad	   y	  
contenido	   en	   agua,	   y	   que	   por	   lo	   tanto,	   deben	   tenerse	   en	   cuenta.	   Además,	   estudios	  
anteriores	   afirman	   que	   cantidades	   muy	   altas	   de	   plata	   pueden	   conducir	   a	   efectos	  
adversos	  tales	  como	  la	  argirosis4.	  (Fazly	  Bazzaz	  y	  col.	  2014).	  
	  
La	   eficacia	   antibacteriana	   depende	   de	   la	   cantidad	   de	   AgNPs-­‐CS	   depositados	   y	  
consiguientemente,	   del	   método	   empleado	   para	   su	   fijación	   sobre	   las	   láminas	   de	  
silicona.	  Por	  un	  lado,	   las	   láminas	  de	  silicona	  sin	  tratar,	  es	  decir,	  sin	  nanopartículas	  de	  
plata	   no	   demostraron	   actividad	   antibacteriana,	   lo	   que	   confirma	   que	   la	   actividad	  
antibacteriana	   se	   debe	   a	   la	   presencia	   de	   nanopartículas	   de	   plata.	   Por	   otro	   lado,	   la	  
silicona	   tratada	   químicamente,	   es	   la	   que	   contiene	   una	   mayor	   concentración	   de	  
nanopartículas	  en	  la	  superficie	  de	  su	  recubrimiento	  y	  por	  lo	  tanto,	  es	  la	  que	  presenta	  
mejores	   propiedades	   antibacterianas,	   consiguiendo	   una	   reducción	   bacteriana	   total	  
tanto	   para	   Staphylococcus	   aureus	   como	   para	   Escherichia	   coli.	   Las	  muestras	   tratadas	  
mediante	  ultrasonidos	  y	  enzimas	  no	  presentan	  una	  gran	  eficacia	  frente	  a	  las	  bacterias	  
seleccionadas.	  En	  el	  caso	  de	   la	  deposición	  con	  ultrasonidos,	  esto	  puede	  deberse	  a	   la	  
escasa	  fijación	  de	   la	  plata	  sobre	   la	  silicona	  ya	  que	  en	  pruebas	  anteriores,	  como	  en	   la	  
microscopía	   electrónica	   de	   barrido,	   ya	   se	   observa	   una	   cantidad	   reducida	   de	  
nanopartículas	  de	  plata.	  Así	  pues,	  la	  escasa	  fijación	  de	  la	  plata	  sobre	  la	  silicona	  podría	  
provocar	  que	  el	  número	  de	  nanopartículas	  de	  plata	  sea	  insuficiente	  para	  poder	  hacer	  
frente	  a	  estas	  bacterias.	  Por	  otra	  parte,	  la	  ausencia	  de	  un	  efecto	  mayor	  en	  el	  caso	  de	  la	  
deposición	   enzimática	   significa	   que	   no	   solo	   el	   número	   de	   partículas	   depositadas	   es	  
importante,	   sino	   también	   su	   estado	   en	   los	   recubrimientos.	   Dado	   que	   la	   deposición	  
enzimática	  involucra	  más	  agentes,	  la	  complejidad	  de	  esta	  mezcla	  podría	  dar	  lugar	  a	  la	  
formación	   de	   capas	   biopoliméricas	   más	   gruesas	   donde	   las	   AgNPs	   podrían	   estar	  
totalmente	  recubiertas,	  lo	  cual	  impediría	  la	  interacción	  bacteria-­‐AgNPs,	  disminuyendo	  
así	  la	  actividad	  antibacteriana.	  
	  
Para	  concluir,	  cabe	  destacar	  que	  la	  reducción	  bacteriana	  es	  altamente	  dependiente	  de	  
las	   cantidades	   de	   impregnado	   de	   plata	   y	   su	   estado	   en	   los	   recubrimientos.	   En	   este	  
estudio,	   se	   ha	   demostrado	   la	   eficacia	   in	   vitro	   de	   las	   nanopartículas	   de	   plata	   con	  
quitosano	   incorporado	   frente	   a	   dos	   bacterias	   concretas,	   Staphylococcus	   aureus	   y	  
Escherichia	  coli.	  Las	  nanopartículas	  de	  plata	  contribuyen	  a	  la	  desinfección	  bacteriana	  y	  
proporcionan	   a	   la	   silicona	   un	   carácter	   protector.	   Por	   consiguiente,	   las	   lentes	   de	  
contacto	   con	   recubrimientos	   superficiales	   de	   plata	   pueden	   ser	   beneficiosas	   para	  
prevenir	   efectos	   adversos	   relacionados	   con	   bacterias,	   tales	   como	   la	   queratitis	  
microbiana	  (MK).	  Aun	  así,	  se	  necesitan	  estudios	  adicionales	  para	  la	  obtención	  de	  lentes	  
de	  contacto	  tratadas	  con	  estos	  recubrimientos.	  Para	  conseguir	  un	  tratamiento	  óptimo	  
es	  esencial	  determinar	  la	  concentración	  adecuada	  de	  nanopartículas	  de	  plata	  de	  modo	  
que	   exista	   un	   equilibrio	   entre	   el	   rendimiento	   antimicrobiano	   y	   sus	   efectos	   oculares,	  
como	  la	  biocompatibilidad	  y	  las	  propiedades	  esenciales	  de	  la	  lente,	  como	  la	  flexibilidad	  
y	  transparencia.	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
4.	  	  Acumulación	  de	  depósitos	  de	  plata	  en	  los	  tejidos	  corporales,	  apreciándose	  tanto	  en	  la	  piel	  como	  
en	  los	  ojos.	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6.	  Conclusiones	  
	  
1. La	  producción	  de	  quitosano	  puro	  ha	  sido	   factible	  mediante	   la	  purificación	  del	  
quitosano	  comercial.	  
	  
2. La	   obtención	   de	   dispersiones	   estables	   de	   AgNPs	   ha	   sido	   posible	   gracias	   a	   la	  
incorporación	  de	  quitosano.	  Este	  biopolímero	  actúa	  como	  reactivo	  combinado	  
de	  reducción	  y	  nivelación,	  evitando	  así,	  el	  uso	  de	  agentes	  químicos.	  
	  
3. Los	   ultrasonidos,	   empleados	   para	   facilitar	   la	   reducción,	   han	   demostrado	   su	  
eficacia	  al	  obtener	  soluciones	  de	  AgNPs-­‐CS	  en	  un	  plazo	  considerablemente	  más	  
reducido	  que	  aquellas	  preparadas	  sin	  ultrasonidos.	  	  
	  
4. Las	  AgNPs	  se	  han	  fijado	  sobre	  la	  superficie	  de	  la	  silicona	  mediante	  ultrasonidos,	  
enzimáticamente	   y	   químicamente,	   siendo	   el	   ultrasonido	   el	   método	   menos	  
efectivo	  para	  ello.	  
	  
5. La	  eficacia	  antibacteriana	  depende	  de	   la	   cantidad	  de	  AgNPs-­‐CS	  depositados	  y	  
su	  estado	  en	  los	  recubrimientos,	  por	  lo	  tanto,	  varía	  según	  el	  método	  de	  fijación	  
empleado.	  
	  
6. La	   silicona	   tratada	   químicamente	   es	   la	   que	   presenta	   mejores	   propiedades	  
antibacterianas	  frente	  a	  las	  bacterias	  Staphylococcus	  aureus	  y	  Escherichia	  coli.	  
	  
7. Las	  muestras	  tratadas	  mediante	  ultrasonidos	  y	  enzimas	  no	  presentan	  una	  gran	  
eficacia	   frente	   a	   las	   bacterias	   seleccionadas.	   Esto	   puede	   deberse	   a	   la	   escasa	  
fijación	   de	   AgNPs-­‐CS,	   en	   el	   caso	   de	   la	   deposición	   con	   ultrasonidos,	   y	   a	   un	  
impedimento	   de	   la	   interacción	   bacteria-­‐AgNPs,	   en	   el	   caso	   de	   la	   deposición	  
enzimática.	  
	  
8. Para	   conseguir	   un	   tratamiento	   óptimo	   para	   lentes	   de	   contacto	   se	   necesitan	  
estudios	  adicionales,	  ya	  que	  es	  esencial	  determinar	  la	  concentración	  adecuada	  
de	   nanopartículas	   de	   plata	   de	   modo	   que	   exista	   un	   equilibrio	   entre	   el	  
rendimiento	  antimicrobiano	  y	  sus	  efectos	  oculares.	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8.	  Anexo	  
	  
8.1.	  Ajuste	  de	  las	  concentraciones	  
	  
Las	  nanopartículas	  de	  plata	  han	  sido	  preparadas	  usando	  dos	  métodos:	  uno	  solamente	  
con	  agitación	  y	  otro	  mediante	  ultrasonidos.	  Por	   lo	   tanto,	  se	  preparan	  dos	  soluciones	  
de	  50ml	  de	  Ag-­‐CS	  (30ml	  de	  la	  solución	  de	  quitosano	  y	  20ml	  de	  la	  de	  AgNO3).	  
	  
El	  quitosano	  previamente	  purificado	  se	  disuelve	  para	  alcanzar	  0.75%	  p/v	   (0.225g)	  en	  
una	   solución	   de	   1%	   de	   ácido	   acético	   (30ml).	   Seguidamente	   el	   pH	   es	   ajustado	   a	   5.5	  
añadiendo	  poco	  a	  poco	  una	  solución	  de	  5M	  NaOH.	  Para	  preparar	  la	  solución	  de	  AgNO3	  
con	   una	   concentración	   de	   5mg/ml	   se	   disuelven	   100mg	   de	   AgNO3	   en	   20ml	   de	   agua	  
destilada.	  Una	  vez	  preparadas	  ambas	  soluciones	  deben	  ponerse	  a	  calentar	  a	  60°C	  en	  el	  
baño	  termostático	  durante	  aproximadamente	  quince	  minutos.	  	  	  	  	  
	  	  
Las	   diferentes	   muestras	   extraídas	   de	   las	   soluciones	   obtenidas	   con	   ambas	  
preparaciones	  manifiestan	  la	  presencia	  de	  nanopartículas	  de	  plata.	  A	  pesar	  de	  esto,	  no	  
se	  encuentran	  en	  un	  estado	  líquido,	  sino	  formando	  un	  gel,	  lo	  que	  hace	  inviable	  el	  uso	  
de	  estas	  muestras	  para	  su	  posterior	  caracterización	  y	  para	  la	  fijación	  de	  las	  AgNPs-­‐CS	  
sobre	  las	  tiras	  de	  silicona.	  Por	  este	  motivo,	  se	  han	  disminuido	  las	  concentraciones	  de	  
quitosano	   y	   AgNO3	  hasta	   encontrar	   las	   concentraciones	   óptimas	   para	   poder	   realizar	  
este	  estudio.	  
	  
8.2.	  Comprobación	  de	  la	  eficacia	  del	  pretratamiento	  
	  
Deposición	  de	  las	  AgNPs-­‐CS	  por	  medio	  de	  ultrasonidos:	  
	  
Figura	   31.-­‐	   Espectro	   FTIR	   de	   silicona	   no	   tratada	   y	   de	   silicona	   tratada	   con	   AgNPs-­‐CS	   mediante	  
ultrasonidos	  con	  y	  sin	  pretratamiento	  previo.	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Deposición	  de	  las	  AgNPs-­‐CS	  enzimáticamente:	  
	  
Figura	   32.-­‐	   Espectro	   FTIR	   de	   silicona	   no	   tratada	   y	   de	   silicona	   tratada	   con	   AgNPs-­‐CS	  
enzimáticamente	  con	  y	  sin	  pretratamiento	  previo.	  	  	  
	  
Deposición	  de	  las	  AgNPs-­‐CS	  químicamente:	  
	  
Figura	  33.-­‐	  Espectro	  FTIR	  de	  silicona	  no	  tratada	  y	  de	  silicona	  tratada	  con	  AgNPs-­‐CS	  químicamente	  
con	  y	  sin	  pretratamiento	  previo.	  	  	  
	  
Estos	  resultados	  concluyen	  la	  necesidad	  de	  un	  pretratamiento	  previo	  con	  APTS	  (en	  el	  
caso	  de	  la	  deposición	  enzimática	  y	  mediante	  ultrasonidos)	  y	  con	  GPTES	  (en	  el	  caso	  de	  
las	  muestras	  tratadas	  químicamente).	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(M1	  –	  Mx)	  
M1	  	  
8.3.	  Cálculos	  para	  el	  análisis	  de	  la	  actividad	  antimicrobiana	  
	  
Staphylococcus	  aureus:	  
	  
Control' Control Sil.+no+tratada AgNPs3CS+US AgNPs3CS+enz. AgNPs3CS+quím.
19 18 11 10 14 6
12 17 5 17 13 8
15 16 11 13 11 4
14 17 19 15 11 5
Control' Control Sil.+no+tratada AgNPs3CS+US AgNPs3CS+enz. AgNPs3CS+quím.
1266,667 1200,000 733,333 666,667 933,333 400,000
800,000 1133,333 , 1133,333 866,667 533,333
1000,000 1066,667 733,333 866,667 733,333 266,667
933,333 1133,333 1266,667 1000,000 733,333 333,333
Control' Control Sil.+no+tratada AgNPs3CS+US AgNPs3CS+enz. AgNPs3CS+quím.
126666,667 120000,000 73333,333 66666,667 93333,333 400,000
80000,000 113333,333 , 113333,333 86666,667 533,333
100000,000 106666,667 73333,333 86666,667 73333,333 266,667
93333,333 113333,333 126666,667 100000,000 73333,333 333,333
100000 113333,333 91111,111 91666,667 81666,667 383,3333
16996,732 4714,045 25141,574 17240,134 8660,254 98,601
1..CFU.en.15μl
2..CFU/ml+(CFU/15.x.1000)
3. +CFU/ml+x+dl
Desviación+estándar
Media
	  
	  
	  
Reducción	  bacteriana	  respecto	  Sil.	  no	  tratada:	  
	  
Red(%)	  =	   	   	  	  	  	  	  	  	  ·∙	  	  100	  
	  
4.#Red$(%)
AgNPs-CS$US AgNPs-CS$enz. AgNPs-CS$quím.
26,829 )2,439 99,561
)24,390 4,878 99,415
4,878 19,512 99,707
)9,756 19,512 99,634
0 10,366 99,579
) 9,505 0,108
Media
Desviación$estándar
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(M1	  –	  Mx)	  
M1	  	  
	  
Escherichia	  coli:	  
	  
Control' Control Sil.+no+tratada AgNPs3CS+US AgNPs3CS+enz. AgNPs3CS+quím.
30 33 34 13 40 0
39 36 33 13 34 0
31 33 16 15 31 0
32 27 16 6 19 0
Control' Control Sil.+no+tratada AgNPs3CS+US AgNPs3CS+enz. AgNPs3CS+quím.
2000 2200 2266,667 866,667 2666,667 0
2600 2400 2200 866,667 2266,667 0
2066,667 2200 1066,667 1000 2066,667 0
2133,333 1800 1066,667 400 1266,667 0
Control' Control Sil.+no+tratada AgNPs3CS+US AgNPs3CS+enz. AgNPs3CS+quím.
200000 220000 226666,667 86666,667 266666,667 0
260000 240000 220000 86666,667 226666,667 0
206666,667 220000 106666,667 100000 206666,667 0
213333,333 180000 106666,667 40000 126666,667 0
220000 215000 165000 78333,333 206666,667 0
23570,226 21794,495 58380,933 22791,324 50990,195 0
1.-CFU-en-15μl
2.-CFU/ml
3. +CFU/ml+x+dl
Media
Desviación+estándar
	  
	  
	  
Reducción	  bacteriana	  respecto	  Sil.	  no	  tratada:	  
	  
Red(%)	  =	   	   	  	  	  	  	  	  	  ·∙	  	  100	  
	  
4.#Red$(%)
AgNPs-CS$US AgNPs-CS$enz. AgNPs-CS$quím.
26,829 )2,439 99,561
)24,390 4,878 99,415
4,878 19,512 99,707
)9,756 19,512 99,634
0 10,366 99,579
) 9,505 0,108
Media
Desviación$estándar
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8.4.	  Imágenes	  de	  los	  cultivos	  bacterianos	  	  
Staphylococcus	  aureus:	  	  
Figura	  34.-­‐	  Cultivos	  de	  Staphylococcus	  aureus	  obtenidos	  con	  la	  muestra	  Control’	  (control	  antes	  de	  
incubar).	  
	  
Figura	   35.-­‐	  Cultivos	  de	  Staphylococcus	  aureus	  obtenidos	  con	   la	  muestra	  Control	   (control	  después	  
de	  1h	  de	  incubación).	  
	  
Figura	  36.-­‐	  Cultivos	  de	  Staphylococcus	  aureus	  obtenidos	  con	  silicona	  no	  tratada.	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Figura	   37.-­‐	   Cultivos	   de	   Staphylococcus	   aureus	   obtenidos	   con	   la	   silicona	   tratada	   con	   AgNPs-­‐CS	  
mediante	  ultrasonidos.	  
	  
Figura	   38.-­‐	   Cultivos	   de	   Staphylococcus	   aureus	   obtenidos	   con	   la	   silicona	   tratada	   con	   AgNPs-­‐CS	  
enzimáticamente.	  
	  
Figura	   39.-­‐	   Cultivos	   de	   Staphylococcus	   aureus	   obtenidos	   con	   la	   silicona	   tratada	   con	   AgNPs-­‐CS	  
químicamente.	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Escherichia	  coli:	  	  
Figura	   40.-­‐	   Cultivos	   de	   Escherichia	   coli	   obtenidos	   con	   la	   muestra	   Control’	   (control	   antes	   de	  
incubar).	  
	  
Figura	  41.-­‐	  Cultivos	  de	  Escherichia	  coli	  obtenidos	  con	  la	  muestra	  Control	  (control	  después	  de	  1h	  de	  
incubación).	  
	  
Figura	  42.-­‐	  Cultivos	  de	  Escherichia	  coli	  obtenidos	  con	  silicona	  no	  tratada.	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Figura	   43.-­‐	   Cultivos	   de	  Escherichia	   coli	   obtenidos	   con	   la	   silicona	   tratada	   con	  AgNPs-­‐CS	  mediante	  
ultrasonidos.	  
	  
Figura	   44.-­‐	   Cultivos	   de	   Escherichia	   coli	   obtenidos	   con	   la	   silicona	   tratada	   con	   AgNPs-­‐CS	  
enzimáticamente.	  
	  
Figura	   45.-­‐	   Cultivos	   de	   Escherichia	   coli	   obtenidos	   con	   la	   silicona	   tratada	   con	   AgNPs-­‐CS	  
químicamente.	  
